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1. Einleitung
Das Nervensystem in Säugetieren dient der Informationsweiterleitung und -verarbei-
tung, um äußere und körpereigene Einflüsse wahrzunehmen und sämtliche Reaktionen
eines Organismus zu veranlassen und zu steuern.
1.1. Das periphere Nervensystem
In Säugetieren umfasst das periphere Nervensystem (PNS) nach klassischer Definition
alle Teile des Nervensystems außer dem Gehirn und demWirbelkanal, welche dem zen-
tralen Nervensystem (ZNS) zugerechnet werden. Das periphere Nervensystem ist somit
anatomisch abgegrenzt vom zentralen Nervensystem (Abb. 1.1) und verfügt über einen
autonomen und einen somatischen Bereich (Kahle & Frotscher, 2012). Der autonome
Bereich des PNS ist für Funktionen zuständig, die unbewusst ausgeführt werden, wie
zum Beispiel den Herzschlag und kann funktionell weiter abgegrenzt werden: Das sym-
pathische System kontrolliert die physiologische Reaktion auf Stresssituationen, wäh-
rend das parasympathische System in Ruhesituationen für ein metabolisches Gleichge-
wicht und die Erholung von Stresssituationen sorgt (Pape et al., 2014). Das dritte System
des autonomen PNS ist das enterische System, welches die Bewegung innerer Organe
kontrolliert (Bear et al., 2012).
Das somatische PNS verfügt über einen motorischen und eine sensorischen Bereich.
Der motorische Bereich des somatischen PNS ist zuständig für die Ausführung von Be-
fehlen des Gehirns und deshalb grundlegend für bewussteMuskelbewegungen. Der sen-
sorische Bereich des somatischen PNS hingegen ist für die Weiterleitung von Signalen
aus peripherenOrganen an das zentraleNervensystem verantwortlich und daher zustän-
dig für unwillkürliche motorische Bewegungen (zum Beispiel bei Reflexen). Die Signal-
weiterleitung bildet weiterhin die Grundlage für somatosensorische Sinnesempfindun-
gen (Kandel et al., 2012).
1.1.1. Das somatosensorische Nervensystem
Die Hauptaufgabe des somatosensorischen Nervensystems umfasst allgemein die Sin-
neswahrnehmung von Körperposition, Druck, Temperatur und Schmerz in peripheren
Körperstrukturen undOrganenwie derHaut,Muskeln oder Gelenken. Infolgedessen er-
möglicht dieser Teil des PNS unter anderem den Gleichgewichtssinn und das Tastemp-
finden. Jeder somatosensorische Sinneseindruck kann in weitere, spezialisierte Sinnes-
eindrücke unterteilt werden, die gemeinsam zu einer detaillierten Wahrnehmung ver-
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helfen. Auf diese Weise kann bei Berührung einer Oberfläche mit der Haut neben der
Temperatur auch die Form und Textur des Objektes ermittelt werden.
Bei starker Reizung setzt unabhängig von der Art des Reizes die Wahrnehmung von
Schmerz ein, welcher ein rechtzeitiges und überlebenswichtiges Alarmsignal für poten-
zielle Gefahren für die Integrität des Organismus darstellt (Lee & Spanswick, 2006). Ein-
treffende Informationen werden entweder noch innerhalb der Wirbelsäule verarbeitet
und führen zur Auslösung von Reflexen oder sie werden vomThalamus im Gehirn ge-
prüft und bewertet, um anschließend eine komplexere Reaktion auszulösen. Die präzise
örtliche und zeitliche Auflösung eines Reizes wird durch unterschiedlich große und sen-
sitive Rezeptorfelder erreicht. Dies sind bestimmte sensorische Bereiche der Peripherie,
die sich in ihrer Morphologie und der Ausprägung sensorischer Proteine unterscheiden,
um diversen Empfindungsmodalitäten gerecht zu werden (Pape et al., 2014). Die Rezep-
toren werden von afferenten sensorischen Nerven innerviert.
1.1.2. Afferente sensorische Nervenfasern und DRG-Neuronen
Afferente sensorischeNervenfasern lassen sich nach ihremDurchmesser und der Signal-
weiterleitungsgeschwindigkeit in vier Klassen unterteilen: Aα-, Aβ-, Aδ- und C-Nerven-
fasern (Kandel et al., 2012). Aα- undAβ-Fasern sind durchOligodendrozyten starkmye-
linisiert. Dies bewirkt eine starke elektrische Isolierung derNervenfasern und ermöglicht
dadurch saltatorische Erregungsleitung. Daher sind Aα- und Aβ-Fasern schnell leitend
und hauptsächlich zuständig für die Weiterleitung von vielfältigen mechanischen Rei-
zen sowie die Erfassung vonMuskelbewegung. Dies ist notwendig, da Signalverzögerun-
gen in diesem körpereigenen Lagesystem zu mechanischen Instabilitäten im gesamten
Organismus führen würden. Die schwach myelinisierten Aδ- und unmyelinisierten C-
Fasern sind kontinuierlich und folglich langsam leitend. Ihre freien Nervenendigungen
sind morphologisch weit weniger komplex als die der Aα- und Aβ-Fasern, dafür ent-
halten sie vielfältige sensorische Proteine, um Temperatur- und Schmerzreize zu trans-
duzieren. Auf demWeg zu spezialisierten Empfangssystemen wie efferenten Neuronen,
Interneuronen und dem Thalamus im Gehirn passieren Signale afferenter sensorischer
Nervenfasern auch die Neurone dorsaler Hinterwurzelganglien.
Als dorsale Hinterwurzelganglien (englisch dorsal root ganglia, DRG) bezeichnet man
an denWirbelkanal angeschlossene Knotenpunkte des afferenten sensorischen Nerven-
systems. Sie sind zwischen nebeneinanderliegendenWirbeln in Aussparungen amÜber-
gang zwischen äußerer und innererWirbelsäule situiert und enthalten hunderte bis tau-
sende Zellkörper der afferentenNervenfasern, sogenannte DRG-Neuronen. Diese DRG-
Neuronen sind integrale Schaltstellen am Übergang des peripheren in das zentrale Ner-
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Abbildung 1.1.: Das periphere Nervensystem und DRG-Neuronen. Überblick über das
zentrale (rot) und periphere (grün) Nervensystem im Menschen (links). Vergrößerte, bei-
spielhafte Darstellung eines peripheren sensorischen Nerves mit Verzweigung in der Haut
(blau), dem zugehörigen Zellkörper (DRG-Neuron) undNervenendigungen imWirbelkanal
(rechts).
vensystem und essentiell für die elektrische Signalweiterleitung (Pape et al., 2014). Wäh-
rend der Embryogenese entwickeln sich die DRG-Neuronen anfänglich bipolar aus der
Neuralleiste (Marani & Lakke, 2012). Von ihnen geht die Bildung der afferenten Ner-
venfasern in genau definierte periphere Körperbereiche aus. Nach dem die Nervenfa-
sern ausgebildet sind, werden sie unter anderem von den DRG-Neuronen metabolisch
versorgt. DRG-Neuronen beziehungsweise die aus ihnen hervorgehenden sensorischen
Nervenfasern, besitzennach abgeschlossener Entwicklung eine einzigartige Pseudo-Uni-
polarität mit nur einem gegabelten Axon. Dieses teilt sich in einen peripheren und ei-
nen zentralen Zweig auf. Der periphere Zweig dieses Axons endet in den peripheren
Organen und nimmt dort über Verzweigungen Signale unterschiedlicher Art auf, die in
elektrische Signale transduziert und in RichtungWirbelsäule weitergeleitet werden. Der
zentrale Zweig des Axons tritt am dorsalen Horn in die Wirbelsäule ein und teilt sich
weiter auf in lokale Nervenendigungen, die in die graue Substanz des Wirbelkanals füh-
ren, sowie aufsteigende Nervenendigungen, die in der Verbindung desWirbelkanals mit
der Medulla enden. Die lokalen Endigungen sind vor allem relevant für die Auslösung
von Reflexen, während die aufsteigenden Endigungen die Basis für die Informationswei-
terleitung in das Gehirn bilden (Bear et al., 2012).
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1.2. Aktionspotenziale
Die Grundlage der Signalweiterleitung im Nervensystem sind elektrische Signale, soge-
nannte neuronale Aktionspotenziale. Diese sind definiert als transiente, depolarisieren-
de Abweichungen vom Ruhepotenzial (Kandel et al., 2012). Aktionspotenziale können
an unterschiedlichen Positionen in Neuronen im Allgemeinen durch depolarisierende
Ströme entstehen. Wird die Membranspannung dadurch positiver als ein bestimmter
Schwellenwert, werden direkt Aktionspotenziale ausgelöst. Alternativ können mehrere
depolarisierende Ströme zu Potenzialen mit geringer Amplitude führen, sogenannten
graded potentials. Diese können summiert werden, wodurch es schließlich am axon in-
itial segment, einem peripheren Axonbereich mit besonders vielen spannungsgesteuer-
ten Ionenkanälen, zur Auslösung eines oder mehrerer Aktionspotenziale kommt (Col-
bert & Johnston, 1996). Die entstandenen Aktionspotenziale werden über die Membran
des Axons weitergeleitet und sorgen schließlich am synaptischen Endknöpfchen, dem
terminalen Zellmembranbereich des zentralen Axonzweigs, für transiente Depolarisa-
tionen. Durch sich infolgedessen öffnende Calciumkanäle kommt es zu einer Calcium-
freisetzung im synaptischen Endknöpfchen, die wiederum zur vesikulären Freisetzung
von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt führt. Durch diesen Prozess wird das
Signal an das postsynaptische Neuron übertragen (Mulkey & Zucker, 1991).
1.2.1. Repetitive Aktionspotenziale
Die Kodierung von komplexen Informationen im Nervensystem erfolgt in Form von re-
petitiven Aktionspotenzialen. Die übertragene Information hängt dabei nicht von der
Amplitude individueller Aktionspotenziale ab, sondern von der Frequenz, der Anzahl
vonAktionspotenzialen in einer bestimmtenZeit (rate coding). Zusätzlich tragen höchst-
wahrscheinlich die Latenz vor Beginn einer Aktionspotenzialserie und die Zeitpunkte
einzelner Aktionspotenziale innerhalb der Serie (temporal coding) ebenfalls qualitativ
zur übertragenen Information bei (Stanley, 2013). Eine weitere Steigerung der Komple-
xität wird durch unterschiedliche Synchronität bei der Erzeugung undWeiterleitung der
Aktionspotenziale erreicht, die im Gehirn aufgeschlüsselt werden kann (Brette, 2012).
Unterschiedliche Neuronenarten zeichnen sich außerdem durch charakteristische Ak-
tionspotenzialserien aus, die auf den jeweiligen spezifischen Zweck der weitergeleiteten
Signale abgestimmt sind. Eine typische Aktionspotenzialserie in DRG-Neuronen ist in
Abbildung 1.2 gezeigt.
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Abbildung 1.2.: Beispielhafte Aktionspotenziale in DRG-Neuronen der Maus. Oben: Ak-
tionspotenzialserie ausgelöst durch eine Strominjektion von 25 pA. Unten: Vergrößerte
Darstellung eines Aktionspotenzials der gezeigten Serie mit Markierung des Ruhepotenzi-
als (schwarz)m der Depolarisation (rot), der Repolarisation (blau) und der Hyperpolarisati-
on (grün).
1.2.2. Das einzelne Aktionspotenzial
Im Ruhezustand liegt an der Zellmembran vonNervenzellen das Ruhepotenzial an. Die-
ses Potenzial ist maßgeblich durch die hohe Permeabilität der Membran gegenüber Ka-
liumionen bestimmt und demzufolge nahe demGleichgewichtspotenzial von Kaliumio-
nen.Davon ausgehend durchläuft jedes einzelneAktionspotenzial einer Aktionspotenzi-
alserie charakteristische Phasen:Wenn beispielsweise transient receptor potential (TRP)-
Kanäle in den Nervenendigungen öffnen oder ein weitergeleitetes Aktionspotenzial an
der Membran eintrifft, wird die Membran depolarisiert. Infolgedessen öffnen zuneh-
mend spannungsgesteuerte Natriumkanäle, die durch einen beginnenden Einstrom po-
sitiv geladenerNatriumionen eineweitereDepolarisation derMembran antreiben. Ist die
Membranspannung positiv genug, dass eine vonNeuron zuNeuron unterschiedliche Al-
les-oder-Nichts-Schwelle von etwa −50mV bis −30mV erreicht ist, kommt es unweiger-
lich zu einer umfassenden, progressiven Öffnung zusätzlicher Natriumkanäle und folg-
lich zu einem immer positiveren Membranpotenzial bis knapp unterhalb des Gleichge-
wichtspotenzials vonNatriumionen von ungefähr +40mVbis +60mV.Diese Phase wird
auch als schneller Aktionspotenzialaufstrich bezeichnet. Nach dem Öffnen spannungs-
gesteuerter Natriumkanäle werden diese über einen intrinsischen Mechanismus wieder
5
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verschlossen beziehungsweise inaktiviert. Zusätzlich öffnen sich verschiedeneTypen von
Calciumkanälen, die einen Einstrom von Calciumionen in die Zelle vermitteln, welcher
schließlich zur erwähnten Vesikelfreisetzung am synaptischen Endknöpfchen führt. Des
Weiteren tragen Calciumkanäle zur Fallphase des Aktionspotenzials und somit zur so-
genannten Repolarisation der Membran bei (Catterall et al., 2005b). Den größten Anteil
an der Repolarisation derMembran haben Calcium-aktivierte und spannungsgesteuerte
Kaliumkanäle, durch die positiv geladene Kaliumionen aus der Zelle ausströmen. Meist
sorgt der Kaliumauswärtsstrom außerdem dafür, dass die Zelle hyperpolarisiert wird,
teils bis auf −95mV. Nach einer kurzen Refraktärzeit, in der kein Aktionspotenzial ge-
feuert werden kann, nähert sich die Zelle schlussendlich wieder ihremRuhepotenzial an,
bevor sie in der Lage ist, ein weiteres Aktionspotenzial zu generieren.
Die Alles-oder-Nichts-Schwelle sorgt dabei sowohl für das Aussortieren von Signa-
len geringer Intensität, als auch für das verlässliche Feuern jedes einzelnen Aktionspo-
tenzials. Durch die Inaktivierung der Natriumkanäle und das Öffnen der Kaliumkanäle
während jeder Fallphase wird die Richtung der Signalweiterleitung sichergestellt, sodass
Aktionspotenziale nicht rückläufig sein können.
1.2.3. Aktionspotenziale in DRG-Neuronen
Aufgrund des langen Axons und der wirbelsäulennahen Lage des Zellkörpers von DRG-
Neuronen tragen vor allem die meist stark verzweigten freien Nervenendigungen in der
Peripherie zur Entstehung von Aktionspotenzialen in DRG-Neuronen bei. Diese mor-
phologisch vielfältigen Endigungen sindmit einem umfangreichen Arsenal von ionotro-
pen Rezeptoren ausgestattet, die in der Lage sind, lokale Depolarisationen hervorzuru-
fen.
DRG-Neuronen haben imRuhezustand ein Ruhepotenzial zwischen −45 und −75mV
(Amir et al., 1999; Blair & Bean, 2002). Unter anderem aufgrund des Vorkommens ver-
schiedener Ionenkanalfamilien unterscheiden sich Aktionspotenziale in den einzelnen
Klassen von DRG-Neuronen beträchtlich (Lüscher et al., 1994b). Aktionspotenziale in
Aα-, Aβ- und Aδ-Nervenfasern werden bei vergleichsweise negativen Schwellenspan-
nungen von weniger als −35mV ausgelöst (Matsutomi et al., 2006). Aktionspotenzia-
le dieser Nervenfasern weisen weiterhin eine kurze Aktionspotenzialdauer sowie einen
steilen Anstieg des Aktionspotenzialaufstrichs von ungefähr 200V s−1 bis 300V s−1 auf
(Villière & McLachlan, 1996). C-Fasern, deren Zellkörper in der vorliegenden Arbeit
primär untersucht wurden, zeigen dagegen breitere Aktionspotenziale, werden bei einer
positiveren Spannungsschwelle ausgelöst und haben einen weniger steilen Aufstrich von
ungefähr 170V s−1 (Chahine et al., 2005; Villière & McLachlan, 1996).
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1.3. Ionenkanäle
Ionenkanäle sindmembranständige Proteine, durch die bestimme Sorten von Ionen ent-
lang des elektrochemischen Gradienten fließen. Aus diesem Grund ermöglichen Ionen-
kanäle elektrisch erregbaren Zellen unter anderem eine gezielte temporäre Abweichung
vom Ruhepotenzial, um Signale weiterzuleiten und intrazelluläre Reaktionen hervorzu-
rufen. Ubiquitär sorgen sie auch für den Ausgleich des Säure-Base-Haushalts und für
den Erhalt osmotischer Homöostase (Hille, 2001). Somit sind Ionenkanäle an der Kom-
munikation von Zellen sowie der Reaktion auf innere und äußere Einflüsse maßgeblich
beteiligt. In Säugetieren ist eine Vielzahl unterschiedlicher Ionenkanäle für Natrium-,
Kalium-, Calcium- und Chloridionen vorhanden. Sie unterscheiden sich unter anderem
in ihrer Struktur und Selektivität. Ionenkanäle können unterschiedlich aktiviert werden.
Ligandengesteuerte Ionenkanäle werden zum Beispiel durch die Bindung bestimmter
Moleküle geöffnet, während mechanosensitive Ionenkanäle durch Druck oder Zug ge-
steuert werden (Aidley & Stanfield, 1996). Unerlässlich für alle erregbaren Zellen sind
spannungsgesteuerte Ionenkanäle, deren Schaltverhalten an Spannungsänderungenüber
der Zellmembran gekoppelt ist.
1.3.1. Ionenkanäle in DRG-Neuronen
Die vielfältige Reizaufnahme vonDRG-Neuronen wird auf molekularer Ebene unter an-
derem durch viele unterschiedliche Ionenkanalfamilen ermöglicht. Dazu gehören allein
17 verschiedene Vertreter der TRP-Ionenkanalfamilie. Diese Kanäle sind hauptsächlich
für die polymodale Sensitivität von DRG-Neuronen für Hitze, Kälte und verschiedenen
Chemikalien wie Menthol verantwortlich (Vandewauw et al., 2013). Des Weiteren gibt
es spezialisierte Ionenkanäle für die Erkennung von niedrigen pH-Werten, sogenannte
ASICs (englisch acid sensing ion channels, Waldmann et al., 1997) und mechanosensiti-
ve Kanäle wie Piezo1 und Piezo2, die ausschließlich durch mechanische Reize aktiviert
werden (Coste et al., 2010).
Für die elektrische Signalweiterleitung sind hingegen in DRG-Neuronen verschiede-
ne Vertreter spannungsgesteuerter Ionenkanäle mit Selektivität für Natrium-, Calcium-
oder Kaliumionen verantwortlich.
Ionenkanäle können über die unterschiedliche Sensitivität gegenüber Toxinen und en-
dogenen Botenstoffen moduliert werden, um Signale zu beeinflussen. Ein weiterer As-
pekt der Modulation ist die Expressionsebene: In Abhängigkeit von Verletzungen oder
Entzündungen werden Vertreter der einzelnen Ionenkanalfamilien entweder herunter-
oder heraufreguliert, um Reizschwellen anzupassen (Waxman & Zamponi, 2014).
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Abbildung 1.3.: Die Familie der spannungsgesteuerten Natriumkanäle. Die neun α-
Subtypen spannungsgesteuerter Natriumkanäle in Säugetieren am Beispiel der Mausva-
rianten im Vergleich hinsichtlich der prozentualen Aminosäuresequenzidentität, Sensiti-
vität gegenüber Tetrodotoxin (TTX), Gewebe der häufigsten natürlichen Expression und
Vorkommen inDRG-Neuronen. Für die Sequenzalignierungwurdendie vollständigenAmi-
nosäuresequenzen der Natriumkanäle genutzt (siehe Abschnitt 2.2).
1.3.2. Spannungsgesteuerte Natriumkanäle
In Säugetieren sind bislang neun verschiedene Mitglieder der Familie der spannungs-
gesteuerten Natriumkanäle (NaV) bekannt (siehe Abbildung 1.3), die hauptsächlich im
Nervensystemundder Skelett- undHerzmuskulatur vorkommen (DeLeraRuiz&Kraus,
2015). Die spannungsgesteuerten Natriumkanäle weisen untereinander eine hohe Se-
quenzhomologie auf (Patlak, 1991).
Infolge von Membrandepolarisationen werden diese Kanäle schnell aktiviert. Da un-
ter physiologischen Bedingungen im extrazellulären Milieu die Konzentration von Na-
triumionen deutlich größer ist als im Inneren der Zelle, ermöglichen sie somit den Ein-
strom von Natriumionen in die Zelle, was zu einer zusätzlichen Depolarisation der Zell-
membran führt. Das macht spannungsgesteuerte Natriumkanäle zur Voraussetzung für
die Erzeugung undWeiterleitung von Aktionspotenzialen in erregbaren Zellen. Aus die-
sem Grund finden sie sich in besonderer Häufung (ca. 200 pro μm2) am axon initial seg-
ment, demBereich des Neurons, an demdie Aktionspotenziale ausgelöst werden (Kole et
al., 2008). Die höchste Dichte an spannungsgesteuerten Natriumkanälen findet man je-
doch an Ranvier’schen Schnürringen (bis zu 2000 pro μm2), wo sie für die Regeneration
eintreffender Aktionspotenziale und demzufolge für die schnelle elektrische Signalwei-
terleitung sorgen (Safronov et al., 1999).
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Abbildung 1.4.: Struktur- undTopologiemodell spannungsgesteuerter Natriumkanäle.
A Seitenansicht des bakteriellen spannungsgesteuerten Natriumkanals NavCt (Tsai et al.,
2013) und Aufsicht auf den bakteriellen Natriumkanal NavAb (Payandeh et al., 2011), je-
weils mit vier unterschiedlich eingefärbten Untereinheiten, die homolog zu den Domänen
eukaryotischer spannungsgesteuerter Natriumkanäle sind. B Topologiemodell eines eu-
karyotischen spannungsgesteuerten Natriumkanals. Transmembransegmente derselben
Farbe gehören zu einer Domäne (DI – DIV). Die Domänen sind über große intrazelluläre
linkermiteinander verbunden. Das Spannungssensorsegment S4 jeder Domäne ist verant-
wortlich für die spannungsabhängige Öffnung des Kanals. Die Kanalpore wird durch die
Segmente S5 und S6 gebildet. Rot eingezeichnet ist das Inaktivierungsmotiv IFM.
SpannungsgesteuerteNatriumkanälewerden vor allem entsprechend ihrer Sensitivität
gegenüber dem unter anderem im Kugelfisch (Tetraodontidae) vorkommenden Gift Te-
trodotoxin (TTX), in TTX-sensitiv (TTX-s) und TTX-resistent (TTX-r) unterteilt (sie-
he Abb. 1.3). Die halbmaximale Inhibierung der TTX-resistenten Kanäle NaV1.5, NaV1.8
undNaV1.9 erfolgt inmikromolaren Konzentrationen, während die anderen sechs span-
nungsgesteuerten Natriumkanäle bereits von nanomolaren Konzentrationen inhibiert
werden (Catterall et al., 2005a).
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Spannungsgesteuerte Natriumkanäle sind große Proteine (>200 kD), die sich aus ei-
ner α-Untereinheit und assoziierten funktionellen β-Untereinheiten zusammensetzen.
Die ungefähr 2000 Aminosäuren große α-Untereinheit besteht aus vier miteinander ver-
bundenen und in der Tertiärstruktur kreisförmig angeordneten Domänen mit jeweils
sechs Transmembranhelices beziehungsweise Transmembransegmenten (De Lera Ruiz
& Kraus, 2015). Aufgrund ihrer Größe und Flexibilität konnten bisher noch keine voll-
ständigen Strukturen von Säugetier-Natriumkanälen aufgeklärt werden. Es konnten je-
doch viele strukturelle Informationen aus der Kristallstruktur des bedeutend kleineren
bakteriellen Natriumkanals NavAb abgeleitet werden (Payandeh et al., 2011).
Die Segmente S1–S3 unterstützen beziehungsweise schützen das als Spannungssensor
bezeichnete Segment S4 bei der Reaktion auf Spannungsänderungen, weshalb die Seg-
mente S1– S4 zusammen auch als Spannungssensor-Domäne bezeichnet werden (Ahern
et al., 2016). Das Segment S4 enthält überdurchschnittlich viele positive Aminosäureres-
te. Liegt an der Zellmembran das Ruhepotenzial an, befinden sich spannungsgesteuerte
Natriumkanäle im geschlossenen, aktivierbaren Zustand. Wird die Zellmembran nun
depolarisiert und die Membranspannung positiver, bewegen sich die positiv-geladenen
S4-Helices in Richtung der extrazellulären Seite aus der Membran heraus, was zu Kon-
formationsänderungen in den jeweiligen Domänen und schließlich innerhalb von Mi-
krosekunden zur Öffnung der Kanalpore führt (Zhang et al., 2011). Diese wird von den
Segmenten S5 und S6 gebildet, deren Linker, die sogenannte Porenschleife, in die Pore
hereinragt (Lukacs et al., 2014). Über die Spannungssensoren, vor allem aus Domäne
4, ist die sogenannte Inaktivierung intrinsisch an diesen Aktivierungsprozess gekoppelt
(Ahern, 2013; Cha et al., 1999). Nach dem Öffnen des Kanals verschließt das Tripep-
tid-Motiv Isoleucin-Phenylalanin-Methionin (IFM), das im Linker zwischen Domäne
III und IV situiert ist, die Pore umgehend wieder von der Innenseite und stoppt dadurch
den Ioneneinstrom wie in Abbildung 1.5 beispielhaft dargestellt (West et al., 1992). Erst
bei Repolarisation der Zellmembran können spannungsgesteuerte Natriumkanäle aus
diesem Zustand der Inaktivierung wieder in den aktivierbaren Grundzustand zurück-
kehren.
Spannungsgesteuerte Natriumkanäle sind hochselektiv für Natriumionen. Diese Se-
lektivität wird innerhalb der Kanalpore über einen Selektivitätsfilter genannten Bereich
verursacht. Dieser Selektivitätsfilter besteht aus den vier Aminosäuren, Aspartat, Glut-
amat, Lysin und Alanin, kurz DEKA (Heinemann et al., 1992). Durch dieses Selektivi-
tätsmotiv ist es etwa 10 bis 30 mal wahrscheinlicher, dass Natrium- statt Kaliumionen
durch die Natriumkanalpore treten (Schlief et al., 1996).
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Abbildung 1.5.: Vereinfachtes Schaltverhalten eines spannungsgesteuerten Natrium-
kanals mit schneller „ball and chain“-Inaktivierung. Oben: Darstellung des jeweiligen
Kanalzustands. Unten: Repräsentative NaV1.8-Stromspuren, passend eingefärbt zum je-
weils veranschaulichten Zustand (nicht-zutreffende Bereiche der Stromantwort sind grau
eingefärbt). Infolge vonMembrandepolarisation wird ein spannungsgesteuerter Natrium-
kanal geöffnet und dann vom IFM-Inaktivierungsmotiv intrazellulär wieder verschlossen.
Erst die Repolarisation der Membran überführt den Kanal vom inaktivierten Zustand wie-
der in den aktivierbaren Grundzustand.
1.4. Der spannungsgesteuerte Natriumkanal NaV1.8
Ursprünglich ging man davon aus, dass der spannungsgesteuerte Natriumkanal NaV1.8
ausschließlich in DRG-Neuronen vorkommt, weshalb er in früherer Literatur auch eng-
lisch sensory neuron specific (SNS) genannt wurde (Akopian et al., 1999). Mittlerweile
hat sich allerdings herausgestellt, dass dieser Kanal in Säugetieren auch in Kardiozyten
vorkommt (Verkerk et al., 2012), sowie in der Retina (O’Brien et al., 2008) und sogar
in Spermien (Cejudo-Roman et al., 2013). Innerhalb sensorischer Nervenfasern befin-
det sich NaV1.8 besonders an den Zellkörpern und freien Nervenendigungen (Persson
et al., 2013). Außerdem zeigte sich, dass NaV1.8 zwar präferentiell in kleinen, C-Faser-
assoziierten DRG-Neuronen gebildet wird, jedoch auch in bis zu 40% der größeren, me-
chanosensitiven DRG-Neuronen vorkommt (Shields et al., 2012).
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1.4.1. Eigenschaften
NaV1.8 wird den TTX-resistenten Natriumkanälen zugerechnet (IC50 = 60 µM) und
besteht aus ungefähr 2000 Aminosäuren. Er wird typisch für spannungsgesteuerte Na-
triumkanäle schnell aktiviert Aktivierungszeitkonstante (τa = 0,54ms bei −20mV, Cat-
terall et al., 2005a). Dabei liegt der Spannungsbereich der halbmaximalen Aktivierung
in Maus-DRG-Neuronen bei ungefähr −45mV bis −30mV. NaV1.8 inaktiviert aller-
dings deutlich langsamer als die meisten anderen spannungsgesteuerten Natriumkanä-
le, mit Ausnahme von NaV1.9 (Inaktivierungszeitkonstante τh für NaV1.8 ≈ 13,5ms
bei −20mV, ebd.). Wegen einer kanalspezifischen Tetrapeptid-Sequenz (SLEN) im S3-
S4-Linker der Domäne III kehrt NaV1.8 jedoch schnell aus der Inaktivierung zurück
(Rückkehrzeitkonstante τrec ≈ 3ms bei Repolarisation auf −120mV, Dib-Hajj et al.,
1997).
1.4.2. Aktionspotenziale in DRG-Neuronen und NaV1.8
Durch die halbmaximale Aktivierungsspannung von etwa −50mV bis −30mV wird der
Kanal NaV1.8 ungefähr im Bereich der Schwellenspannung eines Aktionspotenzials ge-
öffnet, woraufhindieserKanal denAufstrich desAktionspotenzials antreibt und inDRG-
Neuronen für bis zu 90% des währenddessen fließenden Einwärtsstroms verantwortlich
ist (Renganathan et al., 2001). Die verhältnismäßig langsame Inaktivierung von NaV1.8
prägt die Fallphase der in diesen Zellen ausgelösten Aktionspotenziale maßgeblich mit
und kann sogar die Hyperpolarisation der Zelle verhindern (Blair & Bean, 2002). Au-
ßerdem trägt NaV1.8 auch dazu bei, die Amplitude von repetitiven Aktionspotenzialen
aufrecht zu erhalten und das schnelle Auslösen von Aktionspotenzialen in DRG-Neuro-
nen überhaupt erst zu ermöglichen (Harty &Waxman, 2007; Rush et al., 2007). Dafür ist
die bereits erwähnte schnelle Rückkehr aus der Inaktivierung entscheidend. NaV1.8 ist
dementsprechend von fundamentaler Bedeutung für Aktionspotenziale in DRG-Neuro-
nen.
1.4.3. Neuromodulation von NaV1.8
Da spannungsgesteuerte Natriumkanäle eine essentielle Rolle in der Erregbarkeit von
Neuronen spielen, sind sie auf mannigfaltige Art in ihrem Transport zur Plasmamem-
bran und in ihrer Funktionalität reguliert (Chen-Izu et al., 2015). So haben neurotro-
phische Faktoren wie NGF und GDNF, aber auch Zytokine wie TNF-α Einfluss auf die
Expression des NaV1.8-Kanalgens Scn10A (Cummins et al., 2000; He et al., 2010). Wei-
terhin kann NaV1.8 durch Calcium beziehungsweise Calmodulin reguliert werden, um
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über die Beeinflussung der Inaktivierung die Aktionspotenzialfrequenz zu reduzieren
und folglich eineÜberakkumulation vonCalciumzu verhindern (Choi et al., 2006). Post-
translationale Modifikationen sind häufig und wirken im Falle von Phosphorylierungen
aktivierend auf den NaV1.8-Gesamtstrom durch eine Verschiebung der Aktivierung und
Inaktivierung (Scheuer, 2011). Assoziierte Natriumkanal-β-Untereinheiten, die entwe-
der nicht-kovalent oder über Disulfidbrücken mit NaV1.8 verbunden sind, vermögen
Aktivierung, Inaktivierung und Kinetik unterschiedlich zu ändern. Dabei können diese
auch selbst modifiziert werden (Brackenbury & Isom, 2011; Vijayaragavan et al., 2001).
1.4.4. Pathophysiologie von NaV1.8
NaV1.8 ist mit vielen pathologischen Erscheinungen assoziiert, unter anderem dem Bru-
gada-Syndrom, einer vererbten Krankheit des Herzens (Hu et al., 2014). Die überwie-
genden pathologischen Erscheinungen unter Beteiligung von NaV1.8 sind allerdings Er-
krankungen des peripheren Nervensystems, sogenannte Neuropathien. NaV1.8 wurde
unter anderem eine Rolle bei Morbus Charcot-Marie-Tooth zugewiesen (Moldovan et
al., 2011), wobei es zu fortschreitendemVerlust vonMuskel- undNervengewebe kommt.
Die meisten Neuropathien führen allerdings zu Beeinträchtigungen der somatosensori-
schen Wahrnehmung (Zimmermann, 2001). Weitreichende Konsequenzen haben diese
Art von Erkrankungen in Form von abnormaler Schmerzwahrnehmung, beispielsweise
bei chronischen Schmerzen oder Phantomschmerzen. Die Ursachen sind unter anderem
verletzungsbedingte Schäden sensorischer Nerven (Seltzer et al., 1990) oder langjähri-
ge Diabetes-Erkrankungen (Bierhaus et al., 2012; Hong et al., 2004). Viele Neuropathien,
diemit gestörter Schmerzwahrnehmung assoziiert sind, weisen eine pathologisch erhöh-
te Aktivität von NaV1.8 auf (Nickel et al., 2012). Klinisch nachgewiesen ist, dass in etwa
5% aller Schmerz-assoziiertenNeuropathien gain of function-Mutationen inNaV1.8 vor-
liegen (Faber et al., 2012). In Folge von Nervenschäden zeigt der Kanal nicht nur eine
gesteigerte Aktivität, sondern ist auch auf Expressionsebene hochreguliert und in be-
nachbarten Nervenfasern akkumuliert, die nicht verletzt sind (Bird et al., 2013; Gold et
al., 2003; Woolf & Mannion, 1999), was daraufhin zu krankhafter Erregbarkeit führt.
Vor allem durch die Entwicklung von knock down- und knock out-Mauslinien, bei de-
nen der Kanal NaV1.8 auf unterschiedliche Weise funktionell inaktiviert wurde, konnte
seine elementare Rolle bei der Schmerzweiterleitung ermittelt werden (Akopian et al.,
1999). Sowohl neuropathische, als auch inflammatorische Schmerzen sind bei funktio-
neller Inaktivierung von NaV1.8 deutlich attenuiert (Jarvis et al., 2007). Auf der andere
Seite konnte selbst durch die Zerstörung NaV1.8-positiver DRG-Neuronen durch Di-
phterie-Toxin kein signifikanter Einfluss auf die somatosensorische Wahrnehmung me-
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chanischer Reize oder Hitzestimuli festgestellt werden (Abrahamsen et al., 2008). Im Zu-
sammenhang mit dieser hohen Spezifität und Relevanz für Schmerzen, wird NaV1.8 als
ein vielversprechendes Zielprotein für zukünftige Schmerztherapie und die Erforschung
entsprechender Medikamente angesehen (Waxman & Zamponi, 2014).
1.5. Reaktive Spezies
Der Begriff „Reaktive Spezies“ (RS) gilt als Oberbegriff für äußerst reaktive chemische
Verbindungen (Halliwell &Whiteman, 2004). Diese enthalten häufig Sauerstoff undwer-
den daher auch als reactive oxygen species (ROS) bezeichnet, wie zum Beispiel H2O2,
O2
– oder OH•. Verbindungen, welche außerdem noch Stickstoff enthalten, werden un-
ter dem Begriff reactive nitrogen species (RNS) zusammengefasst, zu denen zum Beispiel
ONOO– zählt. Allen diesen Spezies gemein ist das hohe oxidative Potenzial. Viele re-
aktive Spezies wie OH• sind radikalischer Natur. Da viele RS außerdem relativ kleine
Moleküle sind, können sie Zellmembranen relativ gut passieren (Giorgio et al., 2007).
Möglicherweise tragen auch Anionenkanäle zur Vermittlung der guten Membranper-
meabilität bei (Guskova et al., 1984). In allen lebenden Organismen entstehen reaktive
Spezies durch physiologische Prozesse wie beispielsweise die Isomerisierung von Disul-
fidbrücken durch die Proteindisulfid-Isomerase (Dickinson&Chang, 2011). Auch durch
den Metabolismus entstehen reaktive Spezies, vor allem durch die Komplexe I (NADH-
Dehydrogenase) und III (Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase) der oxidativen Phospho-
rylierung (Lenaz, 1998). Andererseits führen pathophysiologische Vorgänge, zum Bei-
spiel körpereigene Abwehrreaktionen im Rahmen von Entzündungen, zur gesteigerten
Produktion reaktiver Spezies (Mittal et al., 2014). Diesbezüglich ist speziell die Familie
der NADPH-Oxidasen zu nennen, deren einzige bisher bekannte Funktion in der Pro-
duktion von reaktiven Spezies zur zellulären Verteidigung besteht (Brandes et al., 2014b)
und die durch mechanische Stimuli aktiviert werden kann (Brandes et al., 2014a).
Schon seit den 1950er Jahren ist bekannt, dass reaktive Spezies im Allgemeinen ei-
ne negative Wirkung auf Zellen haben, weil sie leicht mit DNA, Lipiden und Proteinen
reagieren und diese dadurch in ihrer Funktion beeinträchtigen oder schädigen (Com-
moner et al., 1954). Aus diesem Grund werden reaktive Spezies mit der Entstehung von
Krankheiten wie Krebs in Verbindung gebracht. Darüber hinaus gelten reaktive Spezi-
es als Merkmal physiologischer Alterungsprozesse im Rahmen der „free radical theory
of aging“ (Harman, 1992). Spätere Erkenntnisse ergaben hingegen, dass reaktive Spezi-
es auch als Signalmoleküle beziehungsweise englisch second messenger wirken können
(D’Autréaux & Toledano, 2007;Thannickal & Fanburg, 2000) und daher möglicherweise
gar nicht ursächlich für Krankheiten und Altern sind, sondern wichtige Vermittler der
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Abbildung 1.6.: Überblick über Ursachen und Folgen reaktiver Spezies. Risikofaktoren
zur Erzeugung reaktiver Spezies (rot). In Abhängigkeit von Konzentration und Wirkdau-
er können reaktive Spezies einerseits regulatorische Funktionen innerhalb der Zelle über-
nehmen (grün), andererseits aber auch an pathologischenVeränderungen des peripheren
Nervensystem und Alterungsprozessen beteiligt sein (blau).
Stressantwort einer Zelle (Hekimi et al., 2011). Über das Ausmaß der regulatorischen
Funktion reaktiver Spezies ist bisher nur wenig bekannt (Ray et al., 2012).
1.5.1. Reaktive Spezies und Neuropathien
Erhöhte Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies werden unter anderem mit Neu-
ropathien in Verbindung gebracht (Fidanboylu et al., 2011; Ibi et al., 2008). Mitverant-
wortlich für die vermehrte Generierung dieser reaktiven Spezies ist die NADPH-Oxi-
dase 2 (Nox2) von Mikroglia-Zellen (Kim et al., 2010), welche sich in unmittelbarer
Nachbarschaft zu DRG-Neuronen befinden. DesWeiteren kommt es durch die Aktivität
von Nox4 in C-Fasern zu einem erhöhten Aufkommen reaktiver Spezies nach Nerven-
schäden, wodurch wiederum persistierende neuropathische Schmerzen ausgelöst wer-
den (Kallenborn-Gerhardt et al., 2012; Naik et al., 2006). Substanzen, die als Radikal-
fänger agieren, konnten folglich experimentell einer gesteigerten Schmerzwahrnehmung
entgegenwirken (Kim et al., 2004). Weiterhin werden Alterungsprozesse mit erhöhten
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Konzentrationen reaktiver Spezies in Verbindung gebracht (Liochev, 2013). Dabei häu-
fen sich oxidierte Aminosäuren in allen Proteinen an (Höhn et al., 2013). In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass das Enzym Methionin-Sulfoxidreduktase
(MsrA), dasMethioninsulfoxidwieder zuMethionin reduziert, inDrosophilamelanogas-
ter zu einer höheren Lebenserwartung führt (Ruan et al., 2002). Mittlerweile existieren
Anhaltspunkte, dass Ionenkanäle eine Schlüsselrolle bei der Verbindung der pathologi-
schenWirkung reaktiver Spezies mit Neuropathien einnehmen (Annunziato et al., 2002;
Sesti et al., 2010).
1.5.2. Reaktive Spezies und Natriumkanäle
Wang konnte 1984 erstmals zeigen, dass die oxidative Modifikation von spannungsge-
steuerten Natriumkanälen zum irreversiblen Verlust der Inaktivierung und demnach zu
einer Änderung der Natriumkanalkinetik führt (Wang, 1984).Wie in Abbildung 1.7 dar-
gestellt, enthalten spannungsgesteuerte Natriumkanäle viele der schwefelhaltigen Ami-
nosäurenCystein (Thiolgruppe) undMethionin (Thioethergruppe). Diese Aminosäuren
können besonders leicht modifiziert und insbesondere oxidiert werden können (Berlett,
1997;Hoshi&Heinemann, 2001; Paulsen&Carroll, 2013). Es konnte nachgewiesenwer-
den, dass die dramatische Verlangsamung der Inaktivierung von Natriumkanälen infol-
ge von Oxidationen spezifisch auf die Modifikation des Methionins im IFM-Inaktivie-
rungsmotiv zurückzuführen ist. Es gibt allerdings auch relevante Methionine an weite-
ren wichtigen Kanalpositionen wie zum Beispiel in der hydrophoben Interaktionsstelle
des Inaktivierungsmotivs (Kassmann et al., 2008; Quiñonez et al., 1999). Die Ursache
für die beobachteten Veränderungen wurde auf die geringere Flexibilität der Seitenket-
te von Methioninsulfoxid zurückgeführt, die zusätzlich weniger hydrophob als die von
Methionin ist (Mary et al., 2004).
1.6. Ziele der Arbeit
Neurone dorsaler Hinterwurzelganglien und die von ihnen gebildeten sensorischenNer-
ven sind integrale Schnittstellen zwischen peripherem und zentralen Nervensystem mit
fundamentaler Bedeutung für die Weiterleitung somatischer Reize. Für die Signaltrans-
duktion in sensorischen Nerven sind spannungsgesteuerte Natriumkanäle essentiell, da
ihre FunktionVoraussetzung fürAktionspotenziale ist. Verschiedene physiologischePro-
zesse und pathophysiologische Zustände sind assoziiert mit einer erhöhten Produktion
reaktiver Spezies im peripheren Nervensystems. Diese reaktiven Spezies wurden in der
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Abbildung 1.7.: Topologiemodell des spannungsgesteuerten Natriumkanals NaV1.8
der Maus. Cysteinreste (gelb) und Methioninreste (rot) sind entsprechend der Positionen
in der Aminosäuresequenz von NaV1.8 eingezeichnet.
Vergangenheitmit der veränderten Funktionalität spannungsgesteuerter Natriumkanäle
in Verbindung gebracht.
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob reaktive Spezies eine Änderung der elek-
trischen Aktivität von DRG-Neuronen herbeiführen und inwieweit oxidative Modifika-
tionen spannungsgesteuerter Natriumkanäle dabei relevant sind.
UmdieVeränderung elektrischer Signale beurteilen zu können, wurden repetitive und
evozierte einzelne Aktionspotenziale in DRG-Neuronen der Maus untersucht. Reaktive
Spezies wurden durch Oxidanzien wie Chloramin-T und die Bestrahlung mit blauem
Licht erzeugt. Die Folgen der auf dieseWeise produzierten reaktiven Spezies aufAktions-
potenziale wurden verglichen zwischen DRG-Neuronen von Wildtyp- und NaV1.8
–/–-
Mäusen, in denen der TTX-resistente Natriumkanal NaV1.8
–/– funktionell inaktiviert
war. Hiermit sollte speziell die Relevanz oxidativer Veränderungen an NaV1.8 ermittelt
werden. Dieser Kanal ist für den überwiegenden Teil des während eines Aktionspoten-
zials in DRG-Neuronen fließenden Natriumstroms verantwortlich.
Mit DRG-Neuronen von NaV1.9
–/–-Mäusen und der Substanz TTX war es weiterhin
möglich, gezielt Änderungen der Stromantwort von NaV1.8 infolge des Einflusses reak-
tiver Spezies zu untersuchen.
Weiterhin sollte dieWirkweise der verschiedenen reaktiven Spezies undmögliche An-
griffsorte amKanal NaV1.8 untersucht werden. Zu diesemZweckwurden unter anderem
Antioxidanzien eingesetzt.
DesWeiterenwurdenNatriumkanalchimären heterolog inND7/23-Zellen ausgeprägt
und elektrophysiologisch untersucht. Bei diesen Chimären waren unterschiedliche Do-
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mänen funktioneller NaV1.8-Kanäle gegen die entsprechenden Domänen des TTX-sen-
sitiven Natriumkanals NaV1.4 ausgetauscht worden. Die Chimären wurden zusätzlich
mit Aminosäureaustäuschen verwendet, die zu unterschiedlicher Oxidationsempfind-
lichkeit der Kanalinaktivierung führten, um Aussagen zur möglichen Unterschiede in
der oxidativenModulation der Prozesse Kanalöffnung und Inaktivierung treffen zu kön-
nen.
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2. Methoden
2.1. Chemikalien
Wennnicht anders benannt, wurden alle Chemikalien, die zurHerstellung von Lösungen
verwendet wurden, in hoher Reinheit von der Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
oder der Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, erworben und Zellkulturmedien
von der Life Technologies GmbH, Darmstadt verwendet.
2.2. Sequenzalignierung
Für Sequenzalignierungen wurden die in der Tabelle 2.1 aufgeführten Aminosäurese-
quenzen der Natriumkanäle der Arten Homo sapiens, Mus musculus und Rattus nor-
vegicus aus der NCBI GenBank verwendet. Die Sequenzen wurden in das Programm
UGENE (UniPro, Novosibirsk, Russland) exportiert. Zur Ermittlung der Aminosäure-
Sequenzidentität der Natriumkanäle vonMus musculus wurde mit dem PHYLIB Neigh-
bor Joining-Algorithmus (Felsenstein, 1989), auf Basis des Jones-Taylor-Thornton-Dis-
tanzmatrix-Modells, ein phylogenetischer Baum erstellt (Jones et al., 1992). Um konser-
vierte und nicht-konservierte Cystein- und Methioninreste von rNaV1.8 zu ermitteln,
wurden die Aminosäuresequenzen der Rattus norvegicus-Varianten der Natriumkanäle
mit Hilfe des MUSCLE-Algorithmus aligniert (Edgar, 2004).
Spezies Kanaltyp und Accession-Nummer in der GenBank
Mus musculus NaV1.8: NP_001192250, NaV1.1: NP_061203, NaV1.2:
NP_001092768, NaV1.3: NP_061202 NaV1.4: NP_573462,
NaV1.5: NP_001240789, NaV1.6: NP_001070967, NaV1.7:
NP_001277603 , NaV1.9: NP_036017
Rattus norvegicus NaV1.8: NP_058943, NaV1.1: NP_110502, NaV1.2: NP_-
036779, NaV1.3: NP_037251, NaV1.4: NP_037310, NaV1.5:
NP_037257, NaV1.6: NP_062139, NaV1.7: NP_579823,
NaV1.9: NP_062138
Homo sapiens NaV1.8: NP_006505
Tabelle 2.1.: ZurErmittlungvonSequenzidentitätenundKonsensussequenzenverwen-
dete Proteine und deren Aminosäuresequenz-Identifikationsnummer in der Gen-
Bank.
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2.3. Präparation von DRG-Neuronen
Neben Wildtyp-Mäusen standen durch Zerfügungstellung von Prof. John Wood (Uni-
versity College London) zwei weitere C57BL/6-Mauslinien zur Verfügung, bei denen der
NaV1.8- oder der NaV1.9-Kanal funktionell inaktiviert worden waren, im Folgenden ge-
nannt NaV1.8
–/– und NaV1.9
–/– (Akopian et al., 1999; Amaya et al., 2006). Des Weiteren
wurde von Prof. Jackob Moskovitz (University of Kansas) eine Mauslinie zur Verfügung
gestellt, bei der dasMethioninsulfoxid-reduzierendeEnzymMSRA fehlte (MSRA–/–,Mo-
skovitz et al., 2001). Die Mäuse wurden vom Tierhaus des Forschungszentrums des Uni-
versitätsklinikums Jena entsprechendderThüringerTierschutzgesetze bis zumZeitpunkt
der Präparation versorgt.
Sämtliche Mäuse wurden mit Hilfe von aus Schwanzbiopsien aufgereinigter DNA per
Polymerase-Kettenreaktionund anschließenderAgarose-Gelelektrophorese auf den kor-
rekten Genotyp überprüft. Dabei fanden zwei primer-Kombinationen Verwendung, die
unterschiedlich große, spezifische Amplifikationsprodukte ergaben. So konnte entweder
eine eindeutig identifizierbare Gelbande bei Vorhandensein der für die knock out-Mäuse
typischen Neomycinkassette oder eine andere Bande bei Vorhandensein des jeweiligen
Kanalgens nachgewiesen werden (primer-Sequenzen unter Appendix A). Nur im Fall
heterozygoter Mäuse, die nicht für Experimente verwendet wurden, konnten beide Am-
plifikationsprodukte aus einer DNA-Extraktion nachgewiesen werden.
Die verwendeten Mäuse waren 15 bis 45 Wochen alt und wurden nach demselben
Protokoll wie folgt präpariert: Die jeweilige Maus wurde mit Diethylether anästhesiert
und anschließend per Genickbruch getötet. Danach wurde dieMaus auf einem Präpara-
tionstisch fixiert und die Haut am Rücken vom Schwanzansatz aus kranial entfernt. Die
Wirbelsäule wurde anschließend entnommen, zweigeteilt und jede Hälfte in eine Plas-
tikschale gefüllt mit CSS-Lösung (inmM: 137 NaCl, 5,3 KCl, 5,3MgCl2, 3 CaCl2, 25 Sor-
bitol, 10 HEPES; pH 7,2 mit NaOH) überführt. Im Anschluss wurde unter dem Mikro-
skop graue sowie weiße Substanz aus jederWirbelsäulenhälfte entfernt, wodurch die ein-
zelnen dorsalen Hinterwurzelganglien lokalisiert, von ihren Axonen getrennt und her-
auspräpariert werden konnten. Alle Ganglien wurden in einem 2-ml-Reaktionsröhrchen
mit CSS-Lösung auf Eis bis zur Weiterbehandlung aufbewahrt. Nach kurzer Zentrifuga-
tion von 4min bei 700 g wurde die überschüssige CSS-Lösung entnommen und 1,5ml
einer Lösung des Liberase BlendzymeTH (Roche Life Science,Mannheim) hinzugegeben
und bei 37 ∘C für 20min in einemRotationsinkubator inkubiert. Selbige Prozedur wurde
mit einem zweiten Liberase Blendzyme, TM (ebd.), wiederholt, wobei 10min bei 37 ∘C
inkubiert wurde. Beide Liberase-Enzyme enthalten hochreineMengen von Kollagenase I
und II und zusätzlichThermolysin, um die DRG-Neuronen von Nervenfaserresten und
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assoziiertem Gewebe zu trennen. Nach einer letzten Zentrifugation wurden die Gangli-
en zur Inhibition der Liberase-Enzyme in einer mit Trypsin-Inhibitor versetzten Lösung
aufgenommen und durch Trituierung vereinzelt. Final wurden die DRG-Neuronen auf
Poly-D-Ornithin-beschichtete und durch UV-Licht sterilisierte, runde Deckgläschen in
einer mit DRG-Medium (89% DMEM/F12, 4,5 g/l D-Glukose + Glutamax, 10% fötales
Kälberserum, 4% Penicillin/Streptomycin) befüllten 24-well-Platte verteilt. Für Experi-
mente mit dem Immersionsölobjektiv des Mikroskops wurden die Zellen auf 8 Glas-
plättchen verteilt, die zuvor mit RTV (RTV 615, KVD, Bad Wimpfen, Deutschland) in
ausgefräste Plastikschälchen geklebt worden waren, um so durch den direkten Kontakt
zum Glasplättchen auch das Immersionsölobjektiv nutzen zu können.
Bis zur Messung wurden die Zellen bei 37 ∘C und 5% CO2 in einem Inkubator auf-
bewahrt. Zur elektrophysiologischen Untersuchung wurden die Deckgläschen mit den
DRG-Neuronen zügig in ein Plastikschälchen mit Badlösung definierter Ionenkonzen-
trationen (siehe Abschnitt 2.5.2 und 2.5.3) überführt und in die passende Objekthal-
terung des Mikroskops eingelegt. Im Falle der geklebten Plättchen wurde das Medium
abgesaugt, das Schälchen daraufhin mit Badlösung gewaschen und schließlich mit 2ml
Badlösung aufgefüllt und ebenso in die Objekthalterung eingesetzt.
2.4. Heterologe Expression von
Natriumkanalchimären
Um funktionelle Unterschiede der Auswirkung von reaktiven Spezies auf TTX-resistente
und TTX-sensitive Kanäle molekular eingrenzen zu können, wurden verschiedene Na-
triumkanalchimären heterolog in ND7/23-Zellen ausgeprägt.
2.4.1. Eingesetzte Natriumkanalchimären
Zur heterologen Expression standen die Gene Scn4A (UniProtKB: P15390; Trimmer et
al., 1989) und Scn10A (UniProtKB: Q62968; Akopian et al., 1996) zur Verfügung, wel-
che die Kanalproteine NaV1.4 undNaV1.8 vonRattus norvegicus kodieren, im Folgenden
als „rNaV1.4“ und „rNaV1.8“ bezeichnet. Weiterhin waren bereits verschiedene chimäre
Konstrukte der Gene dieser beiden Kanalproteine vorhanden, deren exprimierte Prot-
einkomposition in Abbildung 2.1 vereinfacht dargestellt ist. Sämtliche Konstrukte, bei
denen die Domäne I von dem Kanal rNaV1.4 stammte, wurden in einer Variante mit der
Mutation Y401S verwendet (Leipold et al., 2011; Schirmeyer, 2007), wodurch die sonst
TTX-sensitiven Kanäle TTX-resistent waren. Weiterhin wurden Kanalchimären unter-
sucht bei denen ein Aminosäureaustausch vonMethionin zu Cystein im IFM-Inaktivie-
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Abbildung 2.1.: Verwendete chimäre Natriumkanäle aus rNaV1.8 und rNaV1.4. In Klam-
mern ist der entsprechende Aminosäureaustausch angegeben. Über den Kanalmodellen
ist der jeweils zutreffende Austausch von Aminosäuren des Kanals rNaV1.4 gegen die ent-
sprechenden Aminosäuren des Kanals rNaV1.8 angegeben. Nicht angegeben ist der Ami-
nosäureaustausch Y401S aller Kanäle, bei denen Domäne I von rNaV1.4 stammte, umTTX-
Resistenz zu gewährleisten.
rungsmotiv vorlag („IFC“, Schirmeyer, 2014) und eine „NaV1.8-IFL“ genannte Chimäre,
bei der das Methionin des IFM-Inaktivierungsmotivs gegen ein Leucin getauscht wurde
(ebd.). Alle verwendeten Plasmide hatten den Expressionsvektor pcDNA3 zur Grundla-
ge.
2.4.2. Zellkultur und Elektroporation
Das Gen Scn10A für den Kanal NaV1.8 ist dafür bekannt, einzig in nervenzellähnlichen
Zelllinien überhaupt exprimiert zu werden. Aus diesem Grund wurden ND7/23-Zel-
len verwendet, die den vorher verwendeten DRG-Neuronen am ähnlichsten sind. Diese
Zelllinie wurde von Wood et al. als Hybridzelllinie aus DRG-Neuronen der Ratte und
demMaus-NeuroblastomN18Tg2 entwickelt und zeigt Eigenschaften sensorischer Ner-
venzellen (Wood et al., 1990).
Die ND7/23-Zellen wurden bei 37 ∘C und 10% CO2 mit DMEM-Medium (4,5 g/l D-
Glukose), das mit 10% fötalem Kälberserum (FKS) versetzt war, inkubiert. Wenn die
Zellen eine Konfluenz von etwa 70% bis 90% erreicht hatten, wurde einmalig mit PBS
gewaschen und anschließendTrypsin-EDTA-Lösung (0,25%) zugegeben und 3min ein-
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wirken lassen. Dann wurden die Zellen mit 10ml des DMEM-Mediums in der Zellkul-
turflasche abgelöst und mit einer Pipette trituiert. Je nach anfänglicher Konfluenz wur-
den danach 1ml bis 2ml der Zellsuspension in bis zu drei neue Zellkulturflaschen über-
führt, in die bereits 20ml DMEM (+10% FKS) vorgelegt waren. Die restliche Zellsus-
pension wurde in ein 10-ml-Plastikröhrchen gegeben und 4min bei 500 g zentrifugiert.
Anschließend wurde das überschüssige Medium abgenommen und das Zellpellet mit
1ml PBS aufgenommen. Entsprechend der Anzahl der Transfektionsansätze wurde die-
se Zelllösung auf 1,5-ml-Reaktionsröhrchen verteilt. Nach einer erneuten Zentrifugation
von 4min bei 500 g wurde der Überstand abgenommen.
Um eine verlässliche und gleichbleibend hohe Transfektionseffizienz zu erzielen, wur-
de auf die Elektroporation mit Hilfe des 4D-Nucleofector und des dazugehörigen SF
Cell Line 4D-Nucleofector X-Kits (Lonza Cologne GmbH, Köln, Deutschland) zurück-
gegriffen. Das Zellpellet aus der vorangegangenen Zellkultur wurde daraufhin in einen
kurz vorher vorbereiteten Transfektionsansatz, bestehend aus 16,4 µl Puffer, 3,6 µl Sup-
plement, 0,5 µg mitgeliefertem pmaxGFP und 5 µg des jeweiligen Kanal-Plasmids aufge-
nommen. Danach wurden die Ansätze in einzelne Kammern einer Nucleocuvette-Plat-
te überführt und durch den 4D-Nucleofector elektroporiert. Als Erholungsschritt wur-
den die Zellen daraufhin in der Nucleocuvette -Platte mit 130 µl RPMI-Medium verse-
hen und 5min inkubiert (wie oben beschrieben). Zum Schluss wurden die transfizier-
ten Zellen auf Deckglässchen in den Kammern einer 24-well-Platte verteilt, die mit je
1ml DMEM (+10% FKS) und 3% Penicillin/Streptomycin befüllt war. Eine ausreichen-
de Proteinbildung zur elektrophysiologischen Untersuchung war meist am zweiten oder
dritten Tag nach der Transfektion erreicht.
2.5. Die patch clamp-Methode
Basierend auf derMethode der Spannungsklemme (Cole, 1949;Hodgkin&Huxley, 1952;
Marmont, 1949) wurde 1976 die patch clamp-Methode von Neher und Sakmann entwi-
ckelt. Durch diese Methode ist es mit nur einer elektrolytgefüllten Glasmikroelektrode
möglich, einemMembranfleck (englisch patch) oder auch der ganzen Zelle gezielt Span-
nungen aufzuzwingen, die schnell geändert werden können. Somit können Ströme durch
die Zellmembran gemessen werden. Die Methode wurde 1980 und 1981 weiter verbes-
sert und erweitert und ist in dieser Form bis heute ein Fundament der Elektrophysiologie
(Hamill et al., 1981; Sigworth & Neher, 1980).
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Abbildung 2.2.: Messaufbau zur Durchführung der patch clamp-Technik. Ein Silber-Sil-
berchloriddraht taucht in die patch-Pipette ein, die elektrischen Kontakt zur Zelle hat. Der
Draht ist mit einem Operationsverstärker (OPV) verbunden, der kontinuierlich dafür sorgt,
dass die Membranspannung der gewählten Kommandospannung entspricht. Die Aus-
gangsspannung des OPV liegt an einem Differentialverstärker (DV) an, dessen Ausgangs-
signal schließlich an einem Computer visualisiert werden kann (siehe Abschnitt 2.5.1).
2.5.1. Prinzip undMessaufbau
Die Glasmikroelektrode, auch patch-Pipette genannt, weist einen Öffnungsdurchmesser
von wenigen Mikrometern an der Spitze auf. Sie wird in Kontakt mit der Zellmembran
gebracht, wodurch sich ein hochohmiger Widerstand herstellt (englisch Gigaseal) und
einMembranfleck eingeschlossenwird.Durch das kurzzeitigeAufbauen vonUnterdruck
in der patch-Pipette kann der Membranfleck nun eingesaugt werden, um die komplette
Zelle elektrisch zu klemmen (Ganzzell-Ableitung). Dafür taucht in die patch-Pipetten-
lösung ein Silber-Silberchloriddraht ein, der mit einem Verstärker verbunden ist (siehe
Abb. 2.2). Dieser sorgt dafür, dass das Membranpotenzial der Zelle einem vorgegebenen
Kommandopotenzial angeglichen wird. Die Signale des Verstärkers können schließlich
computergesteuert aufgezeichnet werden.
Im vorliegenden experimentellen Aufbau wurde mit einem EPC10-Verstärker von
HEKA (HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) und einem invertiertenMikroskop
(Axio Observer.A1, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) gearbeitet. Glasmikro-
elektroden wurden aus Borosilikatglas hergestellt und anschließend mit RTV beschich-
tet, um die Kapazität der Elektrode zu verringern. Abschließend wurden die patch-Pi-
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petten mit Hitze poliert. Die Badlösung war mit der Badelektrode über eine Agarbrücke
(1,5% Agar, 3M KCl) elektrisch verbunden, um Redoxreaktionen an der Elektrode zu
verhindern. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (21 ∘C bis 24 ∘C) an kleinen
DRG-Neuronen (mittlere Membrankapazität = 12,75 ± 0,03 pF, n = 287) innerhalb von
1 bis 2 Tagen nach der Präparation durchgeführt.
2.5.2. Ganzzell-Stromklemme
Zur Durchführung von Experimenten mit der Ganzzell-Stromklemme wurde folgende
Lösung im Bad eingesetzt (in mM): 140 NaCl, 3 KCl, 2 MgCl2, 2 CaCl2 und 10 HEPES;
pH 7.3mit NaOH. In der Intrazellulärlösung befanden sich (inmM): 140 KCl, 0,5 EGTA,
5HEPES und 3Mg-ATP; pH 7,3mit KOH.DasDiffusionspotenzial der Lösungenwurde
bestimmt, indem eine patch-Pipette mit Badlösung befüllt und in die Badlösung einge-
taucht wurde. Nach einem Potenzialabgleich wurde diese patch-Pipette durch eine mit
Intrazellulärlösung befüllte patch-Pipette ersetzt, welche wiederum eingetaucht wurde.
Dadurch konnte das Diffusionspotenzial zwischen beiden Lösungen am Spannungsmo-
nitor abgelesenwerden. Es betrug 3mVundwurde von den Ergebnissen subtrahiert. Für
die Ganzzell-Stromklemme wurden patch-Pipetten mitWiderständen in Badlösung von
1,5MΩ bis 3MΩ verwandt. Nach Erreichen des Gigaseal an der Zellmembran wurde
die schnelle Kapazität automatisch abgeglichen. Anschließend wurde durch kurzzeiti-
gen Unterdruck in der patch-Pipette die Membran durchbrochen und mit −83mV in
den Ganzzell-Spannungsklemmenmodus geschaltet. Daraufhin wurde die Kapazität der
Zellmembran abgeglichen. Für Experimente mit repetitiven Aktionspotenzialen wurde
anschließend in den Stromklemmenmodus gewechselt und der injizierte Strom umge-
hend auf 0 pA eingestellt, sodass das tatsächliche Ruhepotenzial an der Zelle anlag. Neu-
ronen, die in dieser Einstellung bereits spontan feuerten und somit depolarisierten, wur-
den verworfen. In Neuronenmit stabilem Ruhepotenzial wurde für 1 s ein Strom von et-
wa 10 pA bis 50 pA injiziert, durch den etwa 5 bis 15 Aktionspotenziale ausgelöst werden
konnten. Dieser Frequenzbereich wurde gewählt, um eine frequenzabhängige Depressi-
on zu vermeiden. Die Brückenmessung (englisch bridge balance) zur Korrektur vonWi-
derstandsartefakten, die von dem Widerstand der patch-Pipettenöffnung zur Zelle her-
rühren, wurde für alle Stromklemmen-Experimente auf 90% bis 100% eingestellt.
Im Falle der Messung von Einzelaktionspotenzialen wurde nach demWechsel in den
Stromklemmenmodus eine langsame Spannungsklemme (englisch low-frequency-volta-
ge clamp) auf −83mV hinzugeschaltet, die das Membranpotenzial im Hintergrund der
Stromklemme auf −83mV festsetzt, um Stabilität und zuverlässiges Auslösen einzel-
ner Aktionspotenziale zu gewährleisten (Lüscher et al., 1994a). Anschließend wurde die
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Abbildung 2.3.: Beispielhaftes Aktionspotenzial in Wildtyp-DRG-Neuronen. Das Akti-
onspotenzial wurde von einem Haltepotenzial von −83mV mit einer Strominjektion von
130 pA ausgelöst. Markiert sind alle Parameter, so wie in der vorliegenden Arbeit definiert.
Im Beispiel beträgt die Anstiegszeit (rot) 0,97ms, die Abfallzeit (blau) 3,57ms, das Integral
(hellblau) 290,0 μV s−1, die Amplitude 140,0mV, die Spannungsschwelle −33,8mV und die
Hyperpolarisation −91,6mV. Ein solches Aktionspotenzial wurde alle 10 s stimuliert, um
Änderungen über der Zeit verfolgen zu können.
Stromschwelle zum Auslösen des Aktionspotenzials ermittelt, indem angefangen bei ei-
ner Injektion von 0 pA für 10ms, der injizierte Strom alle 10 s um 10 pA erhöht wur-
de. Danach wurde ein Protokoll gestartet bei dem alle 10 s ein Aktionspotenzial mit ei-
ner konstanten Strominjektion von mindestens 50 pA über der Stromschwelle ausgelöst
wurde, typischerweise 50 pA bis 175 pA. Dadurch konnten Änderungen von Aktionspo-
tenzialen über der Zeit verfolgt werden. Sämtliche Aktionspotenzialdaten wurden mit
einemVerstärkungsfaktor von 0,1 pAmV−1 und einer Abtastrate von 20 kHz aufgenom-
men und nicht gefiltert.
Als Amplitude desAktionspotenzials ist dieDifferenz aus Ruhepotenzial undmaximal
erreichter Spannung bezeichnet. Die Spannungsschwelle zur Auslösung eines Aktions-
potenzials wurde definiert als die Spannung bei der ein Spannungsanstieg von 20V/s
während des Aktionspotenzialaufstrichs überschritten wurde. Als „Hyperpolarisation“
wurde im Folgenden die minimale Spannung während der Hyperpolarisationsphase be-
nannt. Diese Parameter wurden hauptsächlich verwendet, um Unterschiede von Akti-
onspotenzialen von Neuronen aus gentechnisch veränderten Mäusen beziehungsweise
bei der Verwendung zusätzlicher Substanzen in der Intrazellulärlösung beurteilen zu
können.
Um die Änderung von Aktionspotenzialen durch reaktive Spezies bewerten zu kön-
nen, wurden vor allem folgende Parameter analysiert: Die Anstiegszeit wurde ausgehend
von einem Potenzial von −33mV bis zur positivsten Spannung des Aktionspotenzials
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(Maximum) gemessen, um einen Großteil der unterschwelligen kapazitiven Ladepha-
se auszuschließen. Die Abfallzeit wurde vom Maximum des Aktionspotenzials bis zu
einer Spannung von −63mV in der Fallphase ermittelt, um teils stark variierende Fall-
zeiten bis zur Hyperpolarisation auszuschließen. Weiterhin wurde zwischen den beiden
beschriebenen festgelegten Potenzialen von −33mV und −63mV das Integral des Akti-
onspotenzials bestimmt, um die kombinierte Änderung von Anstiegs- und Abfallphase
unter Berücksichtigung eventueller Änderungen der Aktionspotenzialform bewerten zu
können (siehe Abb. 2.3).
2.5.3. Ganzzell-Spannungsklemme
Zur Durchführung von Experimenten mit der Ganzzell-Spannungsklemme wurde fol-
gende Lösung im Bad eingesetzt (in mM): 35 Cholin-Cl, 100 NaCl, 3 KCl, 1 MgCl2, 1
CaCl2, 10 Glukose und 10 HEPES, pH 7,3 mit NaOH. In der Intrazellulärlösung befan-
den sich (in mM): 140 CsF, 10 NaCl, 2 MgCl2, 0,1 CaCl2, 1,1 EGTA und 10 HEPES; pH
7,2 mit CsOH. Das Diffusionspotenzial der Lösungen (gemessen wie unter Abschnitt
2.5.2 beschrieben) betrug 6mV und wurde von den Ergebnissen subtrahiert. Patch-Pi-
petten mit Widerständen in Badlösung von 1MΩ bis 1,8MΩ wurden für diese Konfi-
guration verwandt. Nach Erreichen eines on cell-Gigaseal wurde wie bereits beschrie-
ben vorgegangen und die Membran bei −86mV im Ganzzellspannungsklemmenmodus
durchbrochen und anschließend das Haltepotenzial von −106mV oder −126mV einge-
stellt. Danachwurde alle 30 s bis 60 s eine Testdepolarisation auf −6mVdurchgeführt bis
zum Erreichen einer stabilen Stromantwort nach ungefähr 5min bis 10min. Sämtliche
Daten in dieser Konfiguration wurden mit einem Verstärkungsfaktor von 500 μVpA−1
und einer Abtastrate von 25 kHz aufgenommen und mit einem Tiefpass-Besselfilter mit
5 kHz gefiltert. Der Serienwiderstand wurde zu mindestens 70% kompensiert. Lineare
Leckströme wurden mit einem P/N-Leckstromprotokoll abgezogen, das sechs dem ei-
gentlichen Spannungssprung vorausgehende Pulse derselben Dauer enthielt, wobei de-
ren Amplitude einem Sechstel des Spannungssprungs entsprach.
Um NaV1.8-Ströme zu messen, wurden Neurone von NaV1.9
–/–-Mäusen verwendet.
Mit 300 nM TTX in der Badlösung konnten damit NaV1.8-Ströme isoliert werden. Das
Haltepotenzial wurde hierbei auf −126mV festgesetzt. Um TTX-s-Ströme zu messen,
wurden Neuronen von NaV1.8
–/–-Mäusen verwendet. NaV1.8
–/–-Neuronen mit signifi-
kantem Anteil des zusätzlich vorhandenen Kanals NaV1.9 zu Beginn der Messung wur-
den verworfen. Für die Messung TTX-s-Ströme wurde für einige Minuten ein Haltepo-
tenzial von−86mVandieNeuronen angelegt, bevor ein einHaltepotenzial von−106mV
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Abbildung 2.4.: Strom-Spannungsbeziehung am Beispiel von NaV1.8 A) Spannungspro-
tokoll zur Ermittlung vonStrom-SpannungsbeziehungenmitDepolarisationen ausgehend
von −126mV auf −86mV bis 24mV in 10-mV-Schritten. B) Stromantwort von NaV1.8 auf
das genannte Protokoll. C) Strom-Spannungskurve der Stromantwort aus B mit Anpas-
sung nach Gleichung 2.1. Im Beispiel beträgt die Spannung der halbmaximalen Aktivie-
rung Vm = −54,4mV und die Spannungsabhängigkeit der Aktivierung km = 9,9mV Die
Testspannung von −6mV beziehungsweise die Stromantwort darauf ist grün markiert.
festgelegt wurde. Dies diente derMinimierung verbleibenderNaV1.9-Ströme. DasHalte-
potenzial zur Messung der Natriumkanalchimären in ND7/23-Zellen betrug −126mV.
Anschließend wurde mit Hilfe eines Strom-Spannungs-Protokolls ausgehend von ei-
nem Haltepotenzial von −126mV für 20ms eine Spannung angelegt, die alle 10 s in
10mV-Schritten im Bereich von −86mV bis +24mV positiver eingestellt wurde (sie-
he Abb. 2.4A). Durch Auftragen des Maximalstroms gegen die jeweilige Testspannung
erhielt man eine charakteristische Strom-Spannungskurve, die nach folgender Formel
angepasst werden konnte:
I(V) =
Γ ⋅ (V − Erev)
(1 + e−((V−Vm)/km))3
(2.1)
I(V) ist der Strom in Abhängigkeit von der Spannung, Γ die maximale Leitfähigkeit, Erev
das Umkehrpotenzial (festgehalten auf +53mV), Vm die halbmaximale Aktivierungs-
spannung und km die Spannungsabhängigkeit der Aktivierung. Letztere zwei Parame-
ter sind wichtige Kenngrößen zur Beschreibung der spannungsgesteuerten Öffnung von
Natriumkanälen (siehe auch Abb. 2.4C).
Zur Darstellung der Anpassung von gemittelten und normierten I(V)-Kurven von
NaV1.8- und TTX-s-Strömen von DRG-Neuronen vor und nach der jeweiligen Behand-
lungmit reaktiven Spezies wurde folgende Formel imRahmen einer globalenAnpassung
gewählt:
I(V) = Γ ⋅ (
r ⋅ (V − Erev)
(1 + e−((V−Vm1)/km1))3
+
(1 − r) ⋅ (V − Erev)
(1 + e−((V−Vm2)/km2))3
) (2.2)
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Vm1 und km1 beziehungsweise Vm2 und km2 stehen für die halbmaximale Aktivierungs-
spannung und Spannungsabhängigkeit vor und nach der Behandlung. Der Faktor r gibt
das Verhältnis beider Zustände nach der Behandlung an. DasUmkehrpotenzial Erev wur-
de festgehalten auf +53mV.
Um Informationen über die Gleichgewichtsinaktivierung spannungsgesteuerter Na-
triumkanäle zu gewinnen, wurde ein Spannungsprotokoll verwendet, bei dem ausge-
hend von einemHaltepotenzial von −126mV alle 10 s eine Testspannung von −6mV für
10ms angelegt wurde. Darauf folgte für 500ms eine Spannung, die in 5-mV-Schritten
beginnend bei −136mV bis −6mV positiver wurde. Anschließend erfolgte ein weiterer
Spannungssprung auf −6mV für 10ms (siehe Abb. 2.5)A).
Das Verhältnis derMaximalströme I2 und I1, ausgelöst durch den zweiten beziehungs-
weise ersten 20-ms-Spannungssprung auf −6mV, wurde gegen die Spannung Vinact auf-
getragen, die zwischen den beiden Spannungssprüngen über 500ms geklemmt wurde.
Auf diese Weise ergab sich eine Boltzmann-Kurve, die nach folgender Gleichung ange-
passt werden konnte:
I2
I1
=
hmax − hoff
(1 + e(−(V−Vh)/kh))
+ hoff (2.3)
hmax ist die maximale Kanalverfügbarkeit und hoff eine Variable, die für in einigen Fällen
selbst nach sehr positiven Vinact-Spannungen verbleibenden Reststrom I2 kompensiert.
Vh die Spannung der halbmaximalen Inaktivierung und kh die Spannungsabhängigkeit
der Inaktivierung (siehe auch 2.5C).
UmVeränderungen der Stromantwort über der Zeit in Folge experimenteller Behand-
lung bei verschiedenen Testspannungen nachvollziehen zu können, wurde alle 5 s ein
Spannungsprotokollmit aufeinanderfolgendenTestspannungen auf −26mV,−6mVund
+4mV für 20ms ausgeführt, wobei zwischen den Testspannungen für 20ms das Hal-
tepotenzial von −126mV angelegt wurde. Ausgewertet wurden für alle Depolarisatio-
nen die jeweiligenMaximalströme sowie das InaktivierungsverhaltenmitHilfe folgender
Formel:
Ri =
20ms
∫
tpeak
I(t) dt
Ipeak(20ms − tpeak)
(2.4)
Ri ist der Inaktivierungsindex, Ipeak der Maximalstrom und tpeak der Zeitpunkt des Ma-
ximalstroms. Indem das Verhältnis des tatsächlichen Stromintegrals gegenüber dem hy-
pothetischen Stromintegral bei vollständig abwesender Kanalinaktivierung ausgewertet
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Abbildung 2.5.: Gleichgewichtsinaktivierung am Beispiel von NaV1.8 A) Spannungspro-
tokoll zur Ermittlung vonStrom-SpannungsbeziehungenmitDepolarisationen ausgehend
von −126mV auf −86mV bis 24mV in 10-mV-Schritten. B) Stromantwort von NaV1.8 auf
das genannte Protokoll. C) Strom-Spannungskurve der Stromantwort aus B mit Anpas-
sung nach Gleichung 2.3. Im Beispiel beträgt die Spannung der halbmaximalen Inaktivie-
rung Vh = −53,7mV und die Spannungsabhängigkeit kh = 4,5mV. Grün markiert ist die
Spannung beziehungsweise die Stromantwort und die Fraktion aktivierbarer Kanäle für ei-
ne Inaktivierungsspannung von −6mV zwischen den beiden 10-ms-Testspannungen von
−6mV.
wurde, konnten mögliche störende Einflüsse von Änderungen der Kanalaktivierung auf
den Inaktivierungsparameter Ri ausgeschlossen werden.
Der Übersichtlichkeit halber werden im Ergebnisteil nur die Ergebnisse der Depola-
risationen auf −26mV und +4mV gezeigt.
2.6. Erzeugung reaktiver Spezies
Reaktive Spezies wurden auf verschiedene Weise erzeugt, unter anderem durch die äu-
ßere Applikation von Oxidanzien beziehungsweise deren Hinzufügen zur Extrazellulär-
lösung oder durch die Bestrahlung einzelner Zellen mit blauem Licht.
2.6.1. Oxidanzien
Als verhältnismäßig mildes Oxidans in biologischen beziehungsweise elektrophysiolo-
gischen Experimenten (Huang et al., 1987; Wang, 1984) wurde Chloramin-T verwandt.
Es weist eine hohe Stabilität in wässrigen Lösungen auf. Chloramin-T reagiert spezifisch
mit den schwefelhaltigen Aminosäuren Cystein und insbesondere Methionin. Hierbei
entstehen Cystein-Sulfensäure und Methionin-Sulfoxid (Shechter et al., 1975). Die mil-
de oxidativeWirkung sowie die Spezifität für Cysteine undMethionine sind vergleichbar
mit den durch die Myeloperoxidase produzierten und physiologisch relevanten Chlora-
minen (Winterbourn, 2008). Inwässrigen Lösungen liegt Chloramin-T in einemkompli-
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Abbildung 2.6.: Repräsentative Stromspur von NaV1.8 in NaV1.9
–/–-DRG-Neuronen. A)
Typischer NaV1.8-Strom ausgelöst durch das abgebildete Spannungsprotokoll. Dieses Pro-
tokoll wurde alle 5 s wiederholt, um Änderungen über der Zeit zu verfolgen. B) Vergrö-
ßerte Darstellung der Stromantwort auf den Spannungssprung auf +4mV und gewähl-
te mathematische Beschreibung des tatsächlichen Stromintegrals ab tpeak und des hy-
pothetischen Stromintegrals, würde der Kanal keine Inaktivierung besitzen (gestricheltes
Rechteck). Das Verhältnis dieser beiden Kenngrößen diente der Beschreibung des Inakti-
vierungsverhaltens (sieheGleichung2.4). Ipeak ist derMaximalstromund tpeak der Zeitpunkt
des Maximalstroms.
zierten Gleichgewicht vor (Gottardi, 1992), in dem das membranpermeable Chloramin-
T-Ion die größte oxidativeWirkung hat und deshalb als reaktive, oxidierende Spezies gilt
(Rangappa et al., 2002). Chlorierungen durch Chloramin-T sind aufgrund der extrem
geringen Konzentrationen von hypochlorigen Gleichgewichtsprodukten bei annähernd
neutralen pH-Werten selbst in gesättigten Chlorid-Lösungen ausgeschlossen (Gottardi,
1992; Hahn et al., 1994).
H3C S
O
O
N⊖
Cl Na⊕
Abbildung 2.7.: Struktur von Chloramin-T als Natriumsalz.
Chloramin-T wurde experimentell in der jeweiligen Badlösung bis zu einer Konzen-
tration von 10 µM beziehungsweise 100 µM verdünnt und in eine zweite Glaspipette mit
etwa 10-fachem Öffnungsdurchmesser einer patch-Pipette gefüllt. Mit Hilfe eines zwei-
tenMikromanipulatorswurde diese patch-Pipette in räumlicheNähe zur jeweiligenZelle
gebracht, wobei ein Überdruck von ca. 1 cm H2O einen stetigen Flüssigkeitsausstrom
gewährleistete (Abb. 2.8). Durch diese ausschließlich lokale Perfusion ist es möglich,
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nacheinander auch mehrere Zellen einer Plastikschale zu vermessen. Alternativ wurden
10ml einer mit 10 µM beziehungsweise 100 µM Chloramin-T versetzten Badlösung mit
einer Pasteur-Pipette in die Plastikschale appliziert, wobei überschüssige Lösung auf der
gegenüberliegenden Seite der Schale durch einen Schlauch entfernt wurde, der an eine
Absaugvorrichtung angeschlossenen war. Der komplette Austausch des Bads verursacht
weniger mechanische Störungen nahe der Zelle, jedoch muss das Plastikschälchen und
das Glasplättchen anschließend getauscht werden. Beide Methoden erzielen eine etwa
gleich schnelle Erhöhung der Chloramin-T-Konzentration in der Umgebung der zu be-
obachtenden Zelle.
In gleicher Weise wurde bei der Applikation von H2O2 und tert-Butylhydroperoxid
(tBHP) vorgegangen, außer dass diese beiden Substanzen in einer Konzentration von
100 µM genutzt wurden. H2O2 gilt als physiologisches Oxidans, das endogen bei der Re-
duktion reaktiverer Spezies wie Superoxid (O2
– ) durch die Enzyme Superoxiddismutase
(SOD) und Katalase entsteht und nicht-enzymatisch infolge der Oxidation von Vitamin
C und Vitamin E entstehen kann (Giorgio et al., 2007). H2O2 reagiert präferentiell mit
Cysteinen und Methioninen (Shechter et al., 1975). Das außerdem verwendete tBHP
oxidiert im Gegensatz zu H2O2 selbst in millimolarer Konzentration mit hoher Spezi-
fität nur Methionine und Cysteine an der Proteinoberfläche. Aus diesem Grund kann
tBHP verwendet werden, um die oxidative Zugänglichkeit dieser beiden Aminosäuren
in Abhängigkeit von ihrer Position innerhalb von Proteinen zu prüfen (Keck, 1996).
2.6.2. Bestrahlungmit blauem Licht
Als weitere Methode der Erzeugung reaktiver Spezies wurde die Bestrahlung der zu ver-
messendenZellenmit blauemLicht unterschiedlicher Strahlungsleistung verwendet.Da-
durch werden mechanische Störungen der Zellen verhindert, welche durch Applikation
oder Badaustausch auftreten können.
Bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht niedriger Strahlungsleistung werden vor allem
intrazelluläreChromophore angeregt, hauptsächlich Flavine (Eichler et al., 2005;Massey,
2000). Bei derRückkehr aus demangeregtenZustandübertragendieseChromophore ein
freies Elektron an umliegendeMoleküle wie zum Beispiel Wasser, wodurch diese reaktiv
werden. Dies führt innerhalb von Sekunden zu einem schnellen Anstieg der Konzentra-
tion reaktiver Spezies innerhalb der Zelle (Ojha et al., 2014). Untersuchungen mit Hilfe
von Elektronenspinresonanz und Luminol ergaben, dass es sich bei den auf diese Weise
produzierten reaktiven Spezies hauptsächlich um H2O2, O2
– und 1O2 handelt (Lavi et
al., 2003).
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Abbildung 2.8.: Die Erzeugung reaktiver Spezies. Applikation von Chloramin-T über eine
zweite Pipette mit größerem Öffnungsdurchmesser als die patch-Pipette in unmittelbarer
Nähe der zu vermessenden Zelle (links, siehe Abschnitt 2.6.1) oder Bestrahlung der Zelle
mit Blaulicht (unten, siehe Abschnitt 2.6.2). Die Abbildung ist nicht maßstabsgetreu; das
bestrahlte Volumen war um ein vielfaches größer als das der Zelle.
Eine 100W-HBO Lampe diente als Lichtquelle, die über den Epifluoreszenz-Kanal
direkt an das oben genannte Fluoreszenzmikroskop angeschlossen wurde. Ein Filtersatz
für das green fluorescent protein (GFP) war in den Strahlengang eingebaut (Filter Set 38,
Anregungsfilter: 470/40 nm, Strahlteiler bei 495 nm, Emissionsfilter: 525/50; Carl Zeiss
AG). Somit gelangte durch das Objektiv nur Licht der Wellenlängen 450 nm bis 490 nm.
Es wurde mit zwei verschiedenen Strahlungsleistungen gearbeitet, die mit Hilfe zwei-
er verschiedener Objektive eingestellt wurden. Die Beleuchtung unter der Verwendung
eines 20-fach vergrößernden Luftobjektivs (Objektiv LD A-Plan, 20x/0.3 Ph1, NA 0.3)
wurde im Folgenden als „Blaulicht niedriger Strahlungsleistung“ deklariert. In dieser
Konfiguration wurde ein Sensor (Thorlabs GmbH, Dachau, Deutschland) auf eine De-
tektionswellenlänge von 470 nm eingestellter und auf Höhe der Plastikschälchen über
dem Objektiv positioniert. Mit dem zum Sensor gehörigen optischen Leistungsmessge-
räts PM100D konnte eine Strahlungsleistung von 4mW gemessen werden. Wurde statt-
dessen das 63-fach-Immersionsöl-Objektiv (Apochromat 63x/1.4OilM27,NA=1.4) ver-
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wendet, wurde dies im Folgenden als „Blaulicht hoher Strahlungsleistung“ bezeichnet.
Aufgrund der Verwendung von Immersionsöl in den folgenden Experimenten wurde
auf eine Messung der Strahlungsleistung verzichtet.
2.6.3. Lucifer yellow
DesWeiteren wurde in angezeigten Experimenten der gut wasserlösliche und nicht-toxi-
sche Fluoreszenzfarbstoff Lucifer yellow (LY) in der Intrazellulärlösung verwendet (Ste-
wart, 1978), der zur Zellmarkierung eingesetzt wird. Bei Bestrahlung mit blauem Licht
(Absorptionsmaximum bei 427 nm) zerfällt LY in diverse äußerst reaktive Spezies (Hi-
gure et al., 2003). Aus diesem Grund wird die Beleuchtung von Zellen, die vorher mit
millimolaren Konzentrationen von Lucifer yellow geladen wurden, sogar zu deren geziel-
ter Ausschaltung beziehungsweise Vernichtung genutzt (Miller & Selverston, 1979). Der
genaue Mechanismus beziehungsweise die spezifischen reaktiven Abbauprodukte sind
jedoch unbekannt. Es kann außerdem nicht ausgeschlossen werden, dass auch Redox-
unabhängige Prozessewie zumBeispiel starkeHitzeentwicklung infolge der Beleuchtung
zur Wirkung Lucifer yellows beitragen (ebd.).
2.6.4. Antioxidanzien
Um die möglicherweise schützende Wirkung reduzierender Substanzen vor den oxida-
tiven Modifikationen von Chloramin-T und blauem Licht zu prüfen, wurde die patch-
Pipette in angegebenen Experimenten vor dem Befüllen mit Intrazellulärlösung in mit
2mM Dithiothreitol (DTT) versetzte Intrazellulärlösung getaucht. DTT ist ein mem-
branpermeables, starkes Reduktionsmittel, welches sowohl durch Chloramin-T als auch
durch Licht entstehende reaktive Spezies neutralisieren kann und die Oxidation von
Aminosäuren verhindert (Cleland, 1964; Redpath, 1973). Weiterhin wurde in gekenn-
zeichneten Experimenten auch mit 2mM DTT in der Badlösung gearbeitet.
Die Verwendung vonDTTwar während der Aufnahme von Aktionspotenzialen nicht
möglich, da Aktionspotenziale in Gegenwart von DTT unter anderem starke Schwan-
kungen des Ruhepotenzials zeigten, obwohl dieses im Hintergrund geklemmt wurde.
Aus diesem Grund wurde in diesen Experimenten 3mM Ascorbinsäure zur Intrazellu-
lärlösung hinzugefügt und der pH-Wert erneut auf 7,3 eingestellt. Ascorbinsäure ist ein
natürliches Antioxidationsmittel, das physiologisch in Konzentrationen von 1mM bis
10mM intrazellulär auftritt (Eck et al., 2013). Im Gegensatz zu Vitamin E, das bei Kon-
takt zu reaktiven Spezies selbst zu einemTocopheroxyl-Radikal reagiert, ist das oxidative
Endprodukt vonAscorbinsäure einGleichgewicht auswenig reaktiverDehydroascorbin-
säure und regenerierter Ascorbinsäure (Winterbourn, 2008).
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2.6.5. DTNB
In einer Experimentreihe wurde die Badlösung mit 100 µM der membranimpermeablen
Substanz 5,5’-Dithiobis-2-Nitrobenzoesäure (DTNB) versetzt, welches eine spezifische
Bindung mit zugänglichenThiolgruppen von Cysteinresten eingeht (Ellman, 1959). Die
modifizierten Cysteinreste sind somit unangreifbar für nachfolgendeOxidationen (Taw-
fik, 2009). Durch die Membranimpermeabilität können gezielt Cysteine auf der Außen-
oder der Innenseite der Zellmembran modifiziert werden.
2.7. Datenanalyse
Sämtliche elektrophysiologische Messdaten wurden bei 3 kHz digital gefiltert und mit
dem ProgrammFitMaster (HEKA Elektronik) exportiert. Anschließend wurden die Da-
ten in IgorPro (WaveMetrics, Lake Oswego, USA) mit Hilfe eigens erstellter Programm-
routinen ausgewertet.
Für jedes Experiment wurde der Durchschnitt der auszuwertenden Parameter, gemit-
telt über 20 s vor der experimentellenBehandlungmit reaktiven Spezies, alsWert „vor der
Behandlung“ beziehungsweise als Kontrolle angenommen (siehe Abb. 2.9). Der Durch-
schnitt der Aufnahmen von 140 s bis 160 s nach der Behandlung wurde als Vergleichs-
wert „nach 150 s“ definiert.
Abbildung 2.9.: Analyse der Änderung von Parametern über der Zeit. A) Aktionspoten-
zial vonWildtyp-DRG-Neuronen vor und nach Behandlung mit 100 µM ChT. B) Verlauf der
Abfallzeit während der Perfusionmit 100 µMChT-haltiger Badlösung. Die gemitteltenWer-
te über einen Zeitraum von 20 s vor der Behandlung wurde als Referenzwert gewählt. Die
gemitteltenWerte von Sekunde 140 bis 160 wurden als„nach 150 s“ definiert. Analog wur-
den alle anderen Parameter inklusive der Ströme aus Spannungsklemmen-Experimenten
ausgewertet.
Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der je-
weiligen absoluten Parameter vorher und nachher oder die der relativen Parameterän-
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derungen in Prozent oder als x-fache Änderung. Die Daten wurdenmit Hilfe des Jarque-
Bera-Tests auf Normalverteilung geprüft und anschließend im Fall repetitiver Aktions-
potenziale mit demWilcoxon-Mann-Whitney-Test, sonst mit dem Student’schen t-Test,
bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 verglichen. Ergaben diese Tests Signifikanz-
werte (p-Werte) unter 0,05, wurde von einem signifikanten Unterschied ausgegangen.
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3. Ergebnisse
Im dieser Arbeit wurde mit Hilfe der patch clamp-Methode untersucht, wie sich reaktive
Spezies auf elektrophysiologische Eigenschaften von Neuronen dorsaler Hinterwurzel-
ganglien der Maus auswirken. Speziell wurde die zeitliche Änderung von Aktionspoten-
zialen und Strömen durch spannungsgesteuerte Natriumkanäle infolge der Behandlung
mit reaktiven Spezies untersucht.
Reaktive Spezies wurden dabei einerseits erzeugt durch Chloramin-T, einem milden
Oxidans mit Spezifität für Methionin, welches physiologisch produzierten Chloraminen
ähnelt (Pero et al., 1996; Shechter et al., 1975). Vorherige Studien an spannungsgesteuer-
tenNatriumkanälen hatten ergeben, dass 100 µMbis 1mMChT zu substanziellen Ände-
rungen in der Inaktivierungskinetik der Kanäle führen (Kassmann et al., 2008). Um auch
Informationen über die Auswirkungen von verhältnismäßig mildem Stress zu erlangen,
wurde Chloramin-T in Konzentration von 10 µM bis 100 µM verwendet.
Als weitere Möglichkeit der Erzeugung reaktiver Spezies wurde die Blaulichtbestrah-
lung gewählt, die denVorteil der Abwesenheitmechanischer Irritationen besitzt. Hierbei
wurden Einzelzellenmit Blaulicht in einemWellenlängenbereich von 450 nmbis 490 nm
bestrahlt. Eine niedrige Strahlungsleistung wurde mit einem 20x-Objektiv erreicht und
eine vergleichsweise hohe Strahlungsleistung mit einem 63x-Objektiv.
3.1. Reaktive Spezies vermindern die Frequenz
repetitiver Aktionspotenziale von
Wildtyp-DRG-Neuronen
Der Informationsfluss von der Peripherie ins ZNS wird in Form repetitiver Aktionspo-
tenziale verwirklicht. Um den Einfluss von reaktiven Spezies auf diese repetitiven Ak-
tionspotenziale zu untersuchen, wurde alle 10 s ein geringer Strom 1 s lang in das zu
vermessende Neuron injiziert. Dies bewirkte das verlässliche Auslösen von sich wieder-
holenden Aktionspotenzialen mit einer Frequenz von ungefähr 5Hz bis 15Hz. Es wur-
den nur Neuronen verwendet, deren Amplitude und Ruhepotenzial während der Mes-
sung bis zur Behandlung mit reaktiven Spezies konstant waren. In NaV1.8
–/–-Neuronen
war es zwar teilweise auch möglich repetitive Aktionspotenziale auszulösen, jedoch bra-
chen diese bei gleichbleibendem Stimulus innerhalb weniger Wiederholungen zusam-
men. Den folgenden Ergebnissen liegen daher Experimente an Wildtyp-Neuronen zu-
grunde.
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Abbildung 3.1.: Wirkungvon reaktivenSpezies auf repetitiveAktionspotenziale. Reprä-
sentative Aktionspotenziale vor und nach Behandlung mit 10 µM ChT (A) oder Blaulicht
niedriger Strahlungsleistung (C). Durchschnittlicher Effekt von Chloramin-T (B) und Blau-
licht (D) auf die Aktionspotenzial-Frequenz (links) und das Ruhepotenzial (rechts) nach
150 s. Anzahl der gemessenen Zellen jeweils über den Abbildungen.
Wie in Abbildung 3.1B gezeigt, verminderte sich die Aktionspotenzialfrequenz in-
folge der Applikation von 10 µM Chloramin-T von 7,3 ± 0,7Hz auf 3,5 ± 0,5Hz (p =
0,0011) innerhalb von 150 s. Durch Bestrahlung mit Blaulicht niedriger Strahlungsleis-
tung verringerte sich die Frequenz von 9,6 ± 1,3Hz auf 7,4 ± 1,3Hz (p = 0,0007; Abb.
3.1D). Das durchschnittliche Intervall zwischen den einzelnen Aktionspotenzialen ei-
ner Aktionspotenzialserie verlängerte sich im selben Zeitraum im Fall von ChT von
152,1 ± 12,4ms auf 234,8 ± 20,3ms (p = 0,0002). Die Blaulichtbehandlung führte zu ei-
ner absoluten Verlängerung des Intervalls von 132,8 ± 14,4ms auf 182,5 ± 28,9ms (p =
0,038). Die Korrelation von verminderter Frequenz und erhöhter Intervalldauer zeigt,
dass die Anzahl der Aktionspotenziale pro Sekunde gleichmäßig reduziert wurde und
nicht etwa nur die letztenAktionspotenziale einer Aktionspotenzialserie nichtmehr aus-
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gelöst wurden. Das zeigt indirekt, dass beispielsweise weder eine gravierende Depolari-
sation während des einsekündigen Pulses auftrat, noch die Schwelle zum Auslösen von
Aktionspotenzialen deutlich angehoben wurde.Weiterhin änderten sich auch weder das
durchschnittliche Aktionspotenzialmaximum noch -minimum innerhalb der Aktions-
potenzialserien infolge beider Behandlungen (p > 0,05). Das Ruhepotenzial, gemessen
als Mittel der Spannung von 100ms vor Einsetzen des Stimulus bis zu dessen Beginn,
veränderte sich nach beiden Behandlungen ebenso nicht (p > 0,05), was diesen Pa-
rameter als Ursache der Verminderung der Aktionspotenzialfrequenz ausschließt. Die
durchschnittliche Spannungsschwelle von −25,98 ± 1,29mV änderte sich nicht signifi-
kant (p > 0,05).
3.2. Reaktive Spezies verbreitern stimulierte einzelne
Aktionspotenziale vonWildtyp-DRG-Neuronen
Um spezifischere Informationen über den Einfluss reaktiver Spezies auf Aktionspoten-
ziale zu erlangen, wurden einzelne Aktionspotenziale kontrolliert von einem im Hinter-
grund angelegten Potenzial von −83mV alle 10 s ausgelöst, was das verlässliche Auslösen
von Aktionspotenzialen ermöglichte (Lüscher et al., 1994a). Änderungen des Ruhepo-
tenzials können in dieser Einstellung zwar nicht verfolgt werden, erschienen aber ange-
sichts der fehlenden Änderung des Ruhepotenzials bei den vorangegangenen Messrei-
hen mit repetitiven Aktionspotenzialen sehr unwahrscheinlich. Außerdem konnte auf
diese Weise durch das konstante Startniveau die Fluktuation der Anstiegszeit sowie der
Amplitude verringert werden.
3.2.1. Überblick über Aktionspotenziale vonWildtyp- und
NaV1.8
–/–-DRG-Neuronen der Maus
Der spannungsgesteuerte Natriumkanal NaV1.8 ist in DRG--Neuronen verantwortlich
für den überwiegendenTeil des während desAktionspotenzialsaufstrichs fließendenNa-
triumstroms. Deshalb wurde die Wirkung geringer Konzentrationen reaktiver Spezies
aufWildtyp- und NaV1.8
–/–-DRG-Neuronen verglichen, um so die Rolle von NaV1.8 bei
der Vermittlung der Antwort gegenüber reaktiven Spezies bewerten zu können. Im Ge-
gensatz zu repetitiven Aktionspotenzialen konnten stimulierte Aktionspotenziale auch
in NaV1.8
–/–-Neuronen über eine Zeitspanne von mehreren Minuten verlässlich ausge-
löst werden, das heißt ohne signifikante Änderung von charakteristischen Parametern
wie der Aktionspotenzialamplitude oder der Anstiegs- und Abfallzeit. So war es mög-
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Abbildung 3.2.: VergleichderAktionspotenzialevonWildtyp-undNaV1.8
–/–-Neuronen.
A) Je ein repräsentatives Aktionspotenzial von einem Wildtyp-Neuron (links) und von ei-
nem NaV1.8
–/–-Neuron (rechts). B) Box-Whisker-Darstellung von Anstiegszeit, Abfallzeit,
Integral, Amplitude, minimaler Spannung während der Hyperpolarisation und der Span-
nungsschwelle der Aktionspotenziale von Wildtyp--Neuronen (nicht gefüllt, n = 48) und
NaV1.8
–/–-Neuronen (grau gefüllt, n = 53). Eingeflossen sind alle ausgewerteten Aktions-
potenziale von Neuronen der späteren Licht- und Chloramin-T-Messreihen, in denen keine
weiteren modifizierenden Substanzen zugegeben wurden.
lich, die Wirkung reaktiver Spezies auf Aktionspotenziale über der Zeit zwischen Wild-
typ-Neuronen und NaV1.8
–/–-Neuronen zu vergleichen.
Abbildung 3.2A zeigt repräsentative Aktionspotenziale von Wildtyp- und NaV1.8
–/–-
Neuronen. Die Aktionspotenziale in NaV1.8
–/–-Neuronen weisen eine größere Streuung
in Bezug auf die Anstiegszeit, das Integral und der Amplitude auf. Aktionspotenziale von
Wildtyp-Neuronen sind dafür stärker gestreut hinsichtlich der Abfallzeit, derminimalen
Spannung während der Hyperpolarisation und der Spannungsschwelle. Es gibt im Mit-
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tel allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und NaV1.8
–/–-DRG-
Neuronen, mit Ausnahme der Amplitude: NaV1.8
–/–-Neuronen erreichen im Schnitt,
ausgehend von dem vorgegebenen Haltepotenzial von −83mV, eine Aktionspotenzial-
amplitude von 123,1 ± 1,9mV, gegenüber 137,6 ± 1,0mV in Wildtyp-Neuronen (p =
2 ⋅ 10−7).
Die durchschnittliche Spannungsschwelle zur Auslösung von Aktionspotenzialen un-
terscheidet sich nicht signifikant zwischen beiden Neuronenarten (p = 0,122). Aktions-
potenziale von NaV1.8
–/–-Neuronen hatten eine Spannungsschwelle von durchschnitt-
lich −32,4 ± 1,1mV, im Vergleich zu −34,6 ± 0,9mV bei Wildtyp-Neuronen.
3.2.2. Reaktive Spezies verbreitern stimulierte einzelne
Aktionspotenziale inWildtyp-Neuronen stärker als in
NaV1.8
–/–-Neuronen
Bereits 10 µMChloramin-T bewirkten eine sichtbare Verbreiterung des Aktionspotenzi-
als (siehe Abb. 3.3A, oben links). Um diese Änderung an stimulierten Aktionspotenzia-
len einzuschätzen, wurde die integrierte Spannung zwischen dem Zeitpunkt des Über-
schreitens von −33mV der Aufstrichphase und −63mV der Abfallphase des Aktions-
potenzials gemessen. Wie in Abbildung 3.3B gezeigt, führte die Behandlung von DRG-
Neuronen vonWildtyp-Mäusenmit 10 µMChT zu einer Vergrößerung dieses „Integral“
benannten Parameters um 12,4 ± 2,3% (p = 3 ⋅ 10−5). Da die Amplitude sich während-
dessen nur marginal änderte (< 2,5 ± 1,0mV; p = 0,039), kommt dieser Effekt einer
Verbreiterung des Aktionspotenzials gleich.
Zur genaueren Spezifikation im Hinblick auf die Veränderung des Integrals wurden
zwei Zeitkonstanten betrachtet:DieAnstiegszeit von−33mVderAufstrichphase bis zum
Aktionspotenzialmaximum und die Abfallzeit vom Maximum bis zu −63mV der Fall-
phase.
Durch 10 µM ChT wurde die Anstiegszeit nicht signifikant geändert (p = 0,09). Die
Abfallzeit verlängerte sich hingegen signifikant um 15,1 ± 3,6% (p = 0,0003). Eine zehn-
fach höhere Konzentration vonChloramin-T hatte eine deutlichereWirkung (siehe Abb.
3.3A, oben rechts). So wurde infolge der Applikation von 100 µMChT das Integral signi-
fikant um 43,5 ± 8,0% erhöht (p = 0,0001), die Abfallzeit um 51,8 ± 11,1% (p = 0,0008)
und die Anstiegszeit um 23,1 ± 8,3% (p = 0,049). Die Amplitude wurde geringfügig re-
duziert (< 2,5 ± 1,0mV; p = 0,044).
In NaV1.8
–/–-Neuronen war dieWirkung derselben Konzentrationen von Chloramin-
T deutlich geringer, wie die untere Reihe von Abbildungen in Abbildung 3.3A verdeut-
licht. Infolge derApplikation von 10 µMChTvergrößerte sich das Integral um4,7 ± 1,7%
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Abbildung 3.3.: Wirkung von Chloramin-T auf stimulierte Aktionspotenziale. A) Reprä-
sentative Aktionspotenziale vonWildtyp- (oben) und NaV1.8
–/–-Neuronen (unten) vor der
Behandlung (schwarz)mit 10 µMChT (links) oder 100 µM (rechts) undnachderBehandlung
(rot). B) Relative Änderungen der Anstiegszeit, Abfallzeit und des Integrals von Aktionspo-
tenzialen vonWildtyp-Neuronen (weiß) und NaV1.8
–/–-Neuronen (grau) 150 s nach Beginn
der Behandlung (n = 12 bis 14).
(p = 0,014) und die Abfallzeit um 5,4 ± 1,6% (p = 0,005), wohingegen sich die Anstiegs-
zeit nicht änderte (p = 0,14) und auch die Amplitude konstant blieb (p = 0,10). Die
höhere ChT-Konzentration von 100 µM führte zu einer Vergrößerung des Integrals um
16,1 ± 4,7% (p = 0,005) beziehungsweise der Abfallzeit um 15,2 ± 6,5% (p = 0,04) und
auch zu einer signifikanten Vergrößerung der Anstiegszeit um 32,6 ± 7,8% (p = 0,001).
Die Aktionspotenzialamplitude reduzierte sich um 8,2mV (p = 0,0001).
Unabhängige Student’sche t-Tests ergaben, dass die Änderung des Integrals und der
Abfallzeit der Aktionspotenziale infolge der ChT-Behandlung in Wildtyp-Neuronen si-
gnifikant größer ist als in NaV1.8
–/–-Neuronen (siehe Abb. 3.3B). Die Änderung der An-
stiegszeit unterschied sich hingegen nicht signifikant zwischen beiden Neuronentypen.
Blaulicht niedriger Strahlungsleistung hatte ähnlich wie Chloramin-T eine verbrei-
ternde Wirkung auf Aktionspotenziale von Neuronen von Wildtyp-Mäusen (siehe Abb.
3.4A, oben links) und vergrößerte das Integral um 7,8 ± 1,1% (p = 0,0001) und die Ab-
fallzeit um 6,6 ± 1,6% (p = 0,002; siehe Abb. 3.4B). Außerdem verlängerte sich die An-
stiegszeit des Aktionspotenzials um 5,0 ± 1,9% (p = 0,04). Die Bestrahlung mit blauem
Licht hoher Strahlungsleistung führte zu einer entsprechend markanteren Veränderung
des Integrals (36,4 ± 7,8%; p = 0,001) und der Abfallzeit (43,8 ± 7,8%; p = 0,001). Die
Anstiegszeit wurde nicht signifikant geändert (p = 0,18). Unabhängig von der Strah-
lungsleistung trat keine Veränderung der Aktionspotenzialamplitude auf (p > 0,2).
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Abbildung 3.4.: Wirkung von Blaulicht auf stimulierte Aktionspotenziale. A) Repräsen-
tative Aktionspotenziale vonWildtyp- (oben) und NaV1.8
–/–-Neuronen (unten) vor der Be-
handlung (schwarz) mit Blaulicht niedriger Strahlungsleistung (20x Objektiv, links) oder
hoher Strahlungsleistung (63x Objektiv, rechts) und nach der Behandlung (blau). B) Relati-
ve Änderungen der Anstiegszeit, Abfallzeit und des Integrals von Aktionspotenzialen von
Wildtyp-Neuronen (weiß) und NaV1.8
–/–-Neuronen (grau) 150 s nach Beginn der Behand-
lung (n = 12 bis 14).
Blaulicht niedriger Strahlungsleistung hatte deutlich weniger Auswirkungen auf Akti-
onspotenziale von NaV1.8
–/–-Neuronen im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen (siehe Abb.
3.4A, unten links). Keiner der bisher betrachteten Parameter änderte sich, was abermals
einen signifikanten Unterschied zu Wildtyp-Neuronen bedeutete (Abb. 3.4B).
Blaues Licht hoher Strahlungsleistung führte in NaV1.8
–/–-Neuronen zu einer signifi-
kanten Vergrößerung des Integrals der Aktionspotenziale um 13,6 ± 2,4% (p = 0,002)
und der Abfallzeit um 11,8 ± 2,4% (p = 0,004). Dieser Anstieg war in beiden Fällen si-
gnifikant geringer als der Anstieg des Ationspotenzialintegrals von Wildtyp-Neuronen.
Die Anstiegszeit der Aktionspotenziale vergrößerte sich um 22,6 ± 6,5%; (p = 0,003),
was sich nicht signifikant von der Änderung des Anstiegs von Aktionspotenzialen von
Wildtyp-Neuronen unterschied (Abb. 3.4B). Die Aktionspotenzialamplitude blieb im
Durchschnitt unverändert (p > 0,05).
Im direkten Vergleich über Student’sche t-Tests war klar erkennbar, dass beide ver-
wendeten Strahlungsleistungen einen deutlich größeren Effekt auf Wildtyp-Aktionspo-
tenziale hatten, als aufNeuronen, in denenNaV1.8 funktionell inaktiviert war (Abb. 3.4A
und B).
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3.2.3. DieWirkung von H2O2 auf stimulierte Aktionspotenziale
vonWildtyp-Neuronen
Um die beobachtete Wirkung von Chloramin-T und blauem Licht mit einem weiteren
physiologischenOxidationsmittel zu vergleichen, wurdeWasserstoffperoxid (H2O2) ein-
gesetzt. Wasserstoffperoxid oxidiert spezifisch Cystein- undMethioninreste unabhängig
vom Grad ihrer Exponiertheit innerhalb des Proteins (Keck, 1996). Es wurde entspre-
chend die Beeinflussung von stimulierten Aktionspotenzialen bei Behandlung mit mo-
deraten Konzentrationen von H2O2, beziehungsweise des hydrophoberen Derivats tert-
Butyl-Hydroperoxid untersucht.
SowohlWasserstoffperoxid als auch tBHP in einer Konzentration von 100 µMbewirk-
ten eine Verlängerung stimulierter Aktionspotenziale, allerdings in geringerem Umfang
als Chloramin-T. Wie in Abbildung 3.5B zu sehen, erhöhte H2O2 im Unterschied zu
ChT und Blaulicht die Anstiegszeit signifikant um 6,3 ± 2,6% (p = 0,001) und die Ab-
fallzeit um 7,2 ± 3,0% (p = 0,047). Das Integral blieb trotz gleichbleibender Aktions-
potenzialamplitude (nicht gezeigt) allerdings unverändert (p = 0,11). Das oxidativ auf
Cystein- undMethioninreste auf der Proteinoberfläche beschränkte tBHP hatte keine si-
gnifikanteWirkung auf dieAnstiegszeit, erhöhte allerdings dieAbfallzeit um10,4 ± 2,6%
(p = 0,002) und das Aktionspotenzialintegral um 4,5 ± 2,1% (p = 0,043).
Abbildung 3.5.: Einfluss von H2O2 und tBHP auf stimulierte Aktionspotenziale. A) Re-
präsentative Aktionspotenziale vonWildtyp-Neuronen vor der Behandlung (schwarz) und
nach der Behandlung mit 100 µM H2O2 (links, grün) oder 100 µM tBHP (rechts, lila). B) Re-
lative Änderung der Anstiegszeit, Abfallzeit und des Integrals vonWildtyp-Neuronen 150 s
nach Beginn der Applikation von H2O2 (grün) oder tBHP (lila). Die Anzahl der Experimente
ist in Klammern angegeben.
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3.2.4. Reaktive Spezies ändern stimulierte Aktionspotenziale
auch in Gegenwart vonTetrodotoxin
MitHilfe vonTetrodotoxin sollte untersuchtwerden, ob die funktionelle InhibitionTTX-
sensitiver spannungsgesteuerter Natriumkanäle von Wildtyp-DRG-Neuronen die Wir-
kung reaktiver Spezies auf Aktionspotenziale vergrößert. InGegenwart von 300 nMTTX
in der Badlösung wurden sämtliche TTX-sensitive Natriumkanäle von einer Beteiligung
an Aktionspotenzialen ausgeschlossen.
DieNeuronenwaren auch inGegenwart von 300 nMTTXweiterhin in der Lage, Akti-
onspotenziale zu feuern. Hinsichtlich einiger Parameter unterschied sich jedoch die un-
ter TTX-Einfluss gemessenen Aktionspotenziale (insgesamt n = 21) von den ohne TTX
aufgenommenen Aktionspotenzialen (n = 48; Abb. 3.6A, vgl. mit Abb. 3.2). So war vor
Beginn der Messungen die Anstiegszeit in Gegenwart von TTX mit 2,31 ± 0,08ms grö-
ßer als ohne TTX (1,34 ± 0,09ms; p = 1 ⋅ 10−10), ebenso wie die Abfallzeit (mit TTX:
4,60 ± 0,30ms; ohne TTX: 3,60 ± 0,02ms; p = 0,0045). Dementsprechend war auch das
Integral unter Einfluss von TTX im Durchschnitt größer (mit TTX: 393,6 ± 19,9 μV s−1;
ohne TTX: 306,0 ± 12,7 μV s−1; p = 0,0007). Außerdem erreichte die Hyperpolarisati-
onsphase unter Einwirkung von TTX weniger negative Spannungen als ohne TTX (mit
TTX: −75,3 ± 1,6mV; ohne TTX: −87,5 ± 1,0mV; p = 1 ⋅ 10−7). Die Aktionspoten-
zialamplitude unterschied sich hingegen nicht (mit TTX: 134,2 ± 1,3mV; ohne TTX:
136,2 ± 1,0mV; p = 0,26). Ein weiterer signifikanter Unterschied betraf die Spannungs-
schwelle der Aktionspotenziale, die unter Einwirkung von TTX mit −19,8 ± 1,1mV um
durchschnittlich 12,6mV positiver war als die von Aktionspotenzialen in Abwesenheit
von TTX (p = 1 ⋅ 10−10).
In Gegenwart von TTX zeigte sich eine verminderte Wirkung sowohl von blauem
Licht als auch von Chloramin-T (Abb. 3.6B) auf Aktionspotenziale. Während Blaulicht
überhaupt keine statistisch signifikanten Veränderungen erwirkte, erhöhte Chloramin-
T die Abfallzeit um 11,7 ± 3,3% (p = 0,01) und das Integral um 6,3 ± 2,5% (p = 0,04;
Abb. 3.6C). Auffällig war die infolge der ChT-Behandlung unveränderte Anstiegszeit
von Aktionspotenzialen in Gegenwart von TTX. Diese Änderung der Anstiegszeit un-
terschied sich signifikant von der Wirkung von Chloramin-T auf Aktionspotenziale in
Abwesenheit von TTX (p = 0,03).
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Abbildung 3.6.: Einfluss von ChT und Blaulicht auf stimulierte Aktionspotenziale von
Wildtyp-Neuronen in Gegenwart von TTX. A) Vergleich von Aktionspotenzialen von
Wildtyp-Neuronen ohne TTX (leere Kreise) und mit 300 nMTTX in der Badlösung (schwarz
gefüllte Kreise) hinsichtlich Anstiegszeit, Abfallzeit, Integral, Aktionspotenzialamplitude,
minimaler Spannung während der Hyperpolarisation und Spannungsschwelle. B) Reprä-
sentative Aktionspotenziale vonWildtyp-Neuronen ohne TTX in der Badlösung (links) und
mit 300 nM TTX in der Badlösung (rechts) vor der Erzeugung reaktiver Spezies (schwarz)
und nach Badaustausch mit 10 µM ChT-haltiger Badlösung (rot, oben) beziehungsweise
der Bestrahlungmit Blaulicht niedriger Strahlungsleistung (blau, unten). C) Relative Ände-
rung der Anstiegszeit, Abfallzeit und des Integrals von Aktionspotenzialen von Wildtyp-
Neuronen ohne TTX (offene Kreise) und mit TTX (gefüllte Kreise) 150 s nach Beginn der
Erzeugung reaktiver Spezies. Die Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.
3.2.5. Aktionspotenziale vonMSRA–/–-Neuronen werden durch
reaktive Spezies anders als Aktionspotenziale von
Wildtyp-Neuronen geändert
MSRA–/–-Mäuse wurden als Altersmodellsystem mit gestörter Methionin-Methionin-
sulfoxid-Homöostase untersucht (Stadtman et al., 2005). In diesemZusammenhang soll-
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te geprüft werden, welche Auswirkungen reaktive Spezies bei potenziell bereits vorhan-
denen oxidativen Modifikationen haben. Die verwendeten Mäuse waren alle über 50
Wochen alt, die Wildtyp-Mäuse zum Vergleich zwischen 15 bis 45 Wochen. Aktionspo-
tenziale von MSRA–/–-Neuronen (n = 18) unterschieden sich von Aktionspotenzialen
von Wildtyp-Neuronen (Abb. 3.7A).
Die Abfallzeit der Aktionspotenziale war erhöht (MSRA–/–: 5,21 ± 0,30ms; Wildtyp:
3,59 ± 0,16ms; p = 6 ⋅ 10−5). Entsprechend war auch das Integral der Aktionspoten-
ziale vonMSRA–/–-Neuronen erhöht (MSRA–/–: 422,2 ± 23,3 μV s−1 gegenüber Wildtyp:
306,0 ± 12,7 μV s−1; p = 0,0002). Die Hyperpolarisationsspannung unterschied sich ge-
ringfügig und war in Aktionspotenzialen von MSRA–/–-Neuronen im Schnitt positiver
(MSRA–/–: −84,1 ± 1,1mV gegenüber Wildtyp: −87,7 ± 1,0mV; p = 0,023). Sowohl die
Aktionspotenzialamplitude als auch die Spannungsschwelle waren hingegen nicht geän-
dert.
In MSRA–/–-Neuronen erhöhte Chloramin-T einer Konzentration von 10 µM die Ab-
fallzeit der Aktionspotenziale um 7,8 ± 1,4% (p = 0,0006) und das Aktionspotenzial-
integral um 6,4 ± 1,2% (p = 0,0009; siehe Abb. 3.7B). Die Anstiegszeit erhöhte sich
signifikant um 17,6 ± 4,5% (p = 0,006).
Blaulicht niedriger Strahlungsleistung erhöhte die Abfallzeit um 12,8 ± 1,6% (p =
0,002) und das Integral um 11,1 ± 2,4% (p = 0,004). Die Anstiegszeit steigerte sich zwar
signifikant, aber nur um 3,0 ± 1,2% (p = 0,04).
3.2.6. Ascorbinsäure reduziert dieWirkung blauen Lichts auf
Aktionspotenziale und ändert dieWirkung von
Chloramin-T
Das wiederholte Auslösen einzelner Aktionspotenziale war in Gegenwart von intrazel-
lulärem DTT nicht möglich. Neben Schwankungen des Ruhepotenzials war der Strom
zur Stimulation einzelner Aktionspotenziale innerhalb kurzer Zeit nicht mehr ausrei-
chend, um Aktionspotenziale auszulösen. Dies könnte darin begründet sein, dass das
starke Reduktionsmittel DTT das Redox-Gleichgewicht der Zelle stark stört, was eini-
ge der an Aktionspotenzialen beteiligten Ionenkanalfamilien möglicherweise in ihrer
Funktion beeinträchtigt.
Deshalb wurdeAscorbinsäure als physiologischer Radikalfänger eingesetzt. Ascorbin-
säure ist ein endogenes Antioxidationsmittel, das in millimolaren Konzentrationen in-
nerhalb der Zelle vorkommt und damit ein wichtiger Bestandteil des zellulären Redox-
milieus ist (Hediger, 2002).
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Abbildung 3.7.: Einfluss von ChT und Blaulicht auf stimulierte Aktionspotenziale von
MSRA–/–-Neuronen. A) Vergleich von Wildtyp- (leere Kreise) und MSRA–/–-Neuronen
(schwarz gefüllte Kreise) hinsichtlich Anstiegszeit, Abfallzeit, Integral, Aktionspotenzialam-
plitude, minimaler Spannung während der Hyperpolarisation und Spannungsschwelle. B)
Repräsentative Aktionspotenziale von Wildtyp-Neuronen (links) und MSRA–/–-Neuronen
(rechts) vor der Erzeugung reaktiver Spezies (schwarz) und nach Badaustausch mit 10 µM
ChT-haltiger Badlösung (rot, oben) beziehungsweise der Bestrahlung mit Blaulicht niedri-
ger Strahlungsleistung (blau, unten). C) Relative Änderung der Anstiegszeit, Abfallzeit und
des Integrals von Aktionspotenzialen vonWildtyp-Neuronen (offene Kreise) und MSRA–/–-
Neuronen (gefüllte Kreise) 150 s nach Beginn der Erzeugung reaktiver Spezies. Die Anzahl
der Experimente ist in Klammern angegeben.
Intrazelluläre Ascorbinsäure in einer Konzentration von 3mM führte zu Unterschie-
den von Aktionspotenzialen im Vergleich zuWildtyp-Neuronen ohne intrazelluläre As-
corbinsäure (mit Ascorbinsäure: n = 24; siehe Abb. 3.8A). Die Abfallzeit war erhöht
(mit Ascorbinsäure: 5,03 ± 0,24ms; ohne Ascorbinsäure: 3,59 ± 0,16ms; p = 1 ⋅ 10−5)
und dementsprechend auch das Integral (mit Ascorbinsäure: 394,6 ± 19,9 μV s−1; ohne
Ascorbinsäure: 306,0 ± 12,7 μV s−1; p = 0,0001).Während die Aktionspotenzialamplitu-
de und die Spannungsschwelle unverändert blieben, wurde die Spannung der Hyperpo-
larisation wesentlich positiver (mit Ascorbinsäure: −72,6 ± 1,1mV; ohne Ascorbinsäure:
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Abbildung 3.8.: Wirkung reaktiver Spezies auf stimulierte Aktionspotenziale vonWild-
typ-Neuronen mit Ascorbinsäure in der Intrazellulärlösung. A) Vergleich vonWildtyp-
Neuronen ohne intrazelluläre Ascorbinsäure (leere Kreise) und mit intrazellulärer Ascor-
binsäure (schwarz gefüllte Kreise) hinsichtlich Anstiegszeit, Abfallzeit, Integral, Aktionspo-
tenzialamplitude, minimaler Spannung während der Hyperpolarisation und Spannungs-
schwelle. B) Repräsentative Aktionspotenziale vonWildtyp-Neuronen ohne intrazellulärer
Ascorbinsäure (links) und mit 3mM Ascorbinsäure in der Intrazellulärlösung (rechts) vor
der Erzeugung reaktiver Spezies (schwarz) und nach Badaustausch mit 10 µM ChT-halti-
ger Badlösung (rot, oben) beziehungsweise der Bestrahlung mit Blaulicht niedriger Strah-
lungsleistung (blau, unten). C) Relative Änderung der Anstiegszeit, Abfallzeit und des In-
tegrals von Aktionspotenzialen vonWildtyp-Neuronen ohne Ascorbinsäure (offene Kreise)
und von Wildtyp-Neuronen mit 3mM intrazellulärer Ascorbinsäure (gefüllte Kreise) 150 s
nach Beginn der Erzeugung reaktiver Spezies. Die Anzahl der Experimente ist in Klammern
angegeben.
−87,5 ± 1,0mV; p = 1 ⋅ 10−14).
Der Anstieg des Aktionspotenzialintegrals und der Abfallzeit infolge der Applikation
von 10 µM ChT wurde im Vergleich zu Zellen ohne intrazelluläre Ascorbinsäure signi-
fikant reduziert (p = 0,049 beziehungsweise p = 0,027; siehe Abb. 3.8B). Das Integral
stieg in Gegenwart von Ascorbinsäure lediglich um 6,8 ± 1,8% (p = 0,01), während die
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Abfallzeit nicht mehr geändert wurde (p = 0,69). Die Anstiegszeit des Aktionspotentials
erhöhte sich um 22,2 ± 6,3% (p = 0,001).
Die Effekte blauenLichts niedriger Strahlungsleistungwurdendurch intrazelluläreAs-
corbinsäure nicht signifikant geändert.
3.3. Reaktive Spezies vermindernMaximalstrom und
Inaktivierung spannungsgesteuerter
Natriumkanäle von DRG-Neuronen
Die unterschiedlichen Auswirkungen der gleichen reaktiven Spezies auf stimulierte Ak-
tionspotenziale vonWildtyp undNaV1.8
–/–-Neuronen deuteten auf eine besondere Rolle
des spannungsgesteuerten Natriumkanals NaV1.8 hinsichtlich der Vermittlung der be-
obachteten Stressantwort hin.
Deshalb wurden NaV1.8-Ströme von NaV1.9
–/–-Neuronen mit Hilfe der Spannungs-
klemme untersucht. TTX-sensitive Ströme wurden mit 300 nM TTX wirksam unter-
drückt. ZumVergleichwurden in einer zweitenMessreihe TTX-s-Ströme vonNaV1.8
–/–-
Neuronen untersucht. Neuronen mit signifikantem Anteil nicht-blockierbaren NaV1.9-
Stroms wurden verworfen. Als stabiler und leicht zu erfassender Parameter zur Bewer-
tung von Änderungen der jeweiligen Kanaleigenschaften wurde der Maximalstrom her-
angezogen, der infolge von gezielten Spannungssprüngen aufwenig negative beziehungs-
weise positive Spannungen innerhalbwenigerMillisekunden erreicht ist. Außerdemwur-
de das Stromintegral, vom Zeitpunkt des Maximalstroms bis zum Ende des jeweiligen
Testpotenzials, im Verhältnis zu einem hypothetischen Stromverlauf ohne Inaktivierung
angegeben. Auf diese Weise wurde ein um eventuelle Maximalstromänderungen berei-
nigter InaktivierungsparameterRi erhalten (sieheAbschnitt 2.5.3), dessenWert zwischen
0 und 1 liegt. Ist der Wert von Ri nahe 0, repräsentiert dies eine sehr schnelle Inaktivie-
rung. Ein Ri-Wert von 1 bedeutet die völlige Abwesenheit von Inaktivierung.
3.3.1. DieWirkung von Chloramin-T auf NaV1.8- und
TTX-s-Ströme
Chloramin-T in der Konzentration von 10 µM führte zu einer Reduktion des Maximal-
stroms von NaV1.8 um 25,6 ± 3,1% (p = 2 ⋅ 10
−5) bei −26mV und 17,4 ± 2,7% bei
+4mV (p = 2 ⋅ 10−5; Abb. 3.9B). Im Falle der TTX-s-Ströme trat keine signifikante Re-
duktion des Maximalstroms ein (p > 0,4) ein, was einem hochsignifikanten Unterschied
zu NaV1.8 sowohl bei −26mV (p = 4 ⋅ 10
−7) als auch bei +4mV (p = 4 ⋅ 10−5 entsprach
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Abbildung 3.9.: WirkungvonChloramin-T aufNaV1.8- undTTX-s-Ströme. A) Repräsenta-
tive NaV1.8-Stromspuren von NaV1.9
–/–-Neuronen (oben), beziehungsweise TTX-s-Strom-
spuren von NaV1.8
–/–-Neuronen (unten), vor der Behandlung (schwarz) mit 10 µM ChT
(links) oder 100 µM (rechts) und nach der Behandlung (rot). B) Prozentuale Änderung des
Maximalstroms (B) und Änderung des Inaktivierungsindex (C) bei Testspannungen von
−26mV und +4mV 150 s nach Beginn der ChT-Applikation (n = 12 bis 15).
(Abb. 3.9B). Die Inaktivierung wurde hingegen im selben Zeitraum weder bei NaV1.8
noch bei TTX-s-Strömen signifikant geändert (p > 0,09; Abb. 3.9C). Dementsprechend
unterschied sich die relative Änderung auch nicht signifikant zwischen den Neuronen-
typen (p > 0,1).
Die zehnfach höhere Konzentration von ChT führte imVergleich zu 10 µMChT zu ei-
ner geringeren Reduktion desMaximalstroms vonNaV1.8, um 25,2 ± 4,2% (p = 0,0003)
bei −26mV und um 12,2 ± 3,5% bei +4mV (p = 0,005). TTX-s-Ströme wurden durch
die Wirkung von 100 µM ChT nur bei einer Testspannung von −26mV signifikant re-
duziert, um −13,5 ± 3,8% (p = 0,0003). Diese Reduktion war allerdings signifikant ge-
ringer als die Reduktion des NaV1.8-Maximalstroms (p = 0,046). Bei +4mV trat bei
TTX-s-Strömen keine Änderung auf (p = 0,78), was einem signifikanten Unterschied
zur Änderung des NaV1.8-Maximalstroms entsprach (p = 0,41; Abb. 3.9B). Eine Span-
nungsabhängigkeit war feststellbar; die Wirkung von Chloramin-T auf den Maximal-
strom von NaV1.8 war bei −26mV größer.
Infolge der Applikation von 100 µM ChT wurde die Inaktivierung von TTX-s-Strö-
men signifikant verlangsamt, bei −26mV von Ri = 0,20 ± 0,02 auf Ri = 0,25 ± 0,02
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(p = 0,009) und bei +4mV von Ri = 0,05 ± 0,02 auf Ri = 0,12 ± 0,03 (p = 0,008).
Die Verlangsamung der Inaktivierung bei NaV1.8-Strömen war hingegen sowohl abso-
lut größer als auch signifikanter, von Ri = 0,37 ± 0,03 auf Ri = 0,43 ± 0,02 (p = 0,002)
bei −26mV und von Ri = 0,16 ± 0,01 auf Ri = 0,27 ± 0,02 (p = 1 ⋅ 10
−5) bei +4mV
(Abb. 3.9C).Wiederum zeigte sich eine Spannungsabhängigkeit; die Verlangsamung der
Inaktivierung von NaV1.8 war bei der positiveren Spannung größer. In Abbildung 3.9C
wird außerdem deutlich, dass die Verlangsamung der Inaktivierung zwischen NaV1.8-
Strömen und TTX-s-Strömen nicht verschieden war (p > 0,13).
3.3.2. DieWirkung von blauem Licht auf NaV1.8- und
TTX-s-Ströme
Blaues Licht niedriger Strahlungsleistung führte bei NaV1.8 zu keiner merklichen Ver-
änderung des Maximalstroms (p > 0,07). Auch bei TTX-s-Kanälen verringerte sich der
Maximalstrom signifikant nur bei −26mV um 4,6 ± 1,6% (p = 0,007). Folglich gab es
keine signifikantenUnterschiede zwischen den untersuchtenNatriumkanälen bei beiden
Testspannungen (p > 0,06; Abb. 3.10B).
Die auftretende Verlangsamung der Inaktivierung NaV1.8-vermittelter Ströme war al-
lerdings größer im Vergleich zu ChT (vgl. Abb. 3.9C). Bereits unter derWirkung blauen
Lichts niedriger Strahlungsleistung vergrößerte sich der Inaktivierungsindex bei −26mV
von Ri = 0,35 ± 0,02 auf Ri = 0,41 ± 0,04 (p = 0,0011) und bei +4mV von Ri =
0,14 ± 0,01 auf Ri = 0,20 ± 0,02 (p = 0,0004), wohingegen sich der Inaktivierungsin-
dex bei TTX-s-Kanälen bei einer Testspannung von −26mV von Ri = 0,098 ± 0,005
auf Ri = 0,107 ± 0,006 (p = 0,03) beziehungsweise bei +4mV von Ri = 0,01 ± 0,01
auf Ri = 0,03 ± 0,01 (p = 0,0002) erhöhte. Die Verlangsamung der Inaktivierung der
NaV1.8-Kanäle war demzufolge signifikant stärker als die Verlangsamung der Inakti-
vierung von TTX-s-Kanälen bei beiden Testspannungen (−26mV: p = 0,004; +4mV:
p = 0,035; Abb. 3.10C).
Blaulicht hoher Strahlungsleistung verstärkte diesen Effekt nochmals deutlich, mit ei-
ner Verlangsamung der Inaktivierung von NaV1.8 bei −26mV von Ri = 0,35 ± 0,03
auf Ri = 0,57 ± 0,03 (p = 1 ⋅ 10
−12) beziehungsweise von Ri = 0,13 ± 0,02 auf Ri =
0,35 ± 0,03 (p = 2 ⋅ 10−10) bei +4mV, was einen hochsignifikanten Unterschied gegen-
über TTX-s-Strömen bedeutet sowohl bei −26mV (p = 4 ⋅ 10−7) als auch bei +4mV
(p = 7 ⋅ 10−5; Abb. 3.10C). Weiterhin wurde durch Bestrahlung mit blauem Licht hoher
Strahlungsleistung der Maximalstrom von NaV1.8 signifikant reduziert, um 23,5 ± 4,2%
(−26mV: p = 0,0003) beziehungsweise um 13,5 ± 4,0% (+4mV: p = 0,008). Der Maxi-
malstrom der TTX-s-Ströme wurde bei −26mV um 20,5 ± 3,6% reduziert (p = 0,0003),
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Abbildung 3.10.: Wirkung von Blaulicht auf NaV1.8- und TTX-s-Ströme. A) Repräsenta-
tive NaV1.8-Stromspuren von NaV1.9
–/–-Neuronen (oben) beziehungsweise TTX-s-Strom-
spuren von NaV1.8
–/–-Neuronen (unten), vor der Bestrahlung (schwarz) mit Blaulicht nied-
riger Strahlungsleistung (20x, links) oder Blaulicht hoher Strahlungsleistung (63x, rechts)
und nach der Bestrahlung (blau).B) Prozentuale Änderung desMaximalstroms (B) und Än-
derung des Inaktivierungsindex (C) bei Testpotenzialen von −26mV und +4mV nach 150 s
Bestrahlungsdauer (n = 12 bis 15).
was diese Reduktion nicht signifikant verschieden von der Reduktion derNaV1.8-Ströme
machte (p = 0,59). Bei +4mV stieg derMaximalstromder TTX-s-Strömeum7,8 ± 6,5%
an, was einen signifikanten Unterschied gegenüber der festgestellten Reduktion des Ma-
ximalstroms von NaV1.8 bei dieser Spannung darstellt (p = 0,011).
3.3.3. Änderungen der Strom-Spannungsbeziehungen von
NaV1.8- undTTX-s-Kanälen durch reaktive Spezies
Vor Beginn jeder Messung wurde eine Strom-Spannungskurve aufgenommen. Viele un-
tersuchte Neuronen verloren durch die kontinuierliche elektrophysiologische Messung
und die Wirkung der erzeugten reaktiven Spezies innerhalb von etwa 500 s ihre Integri-
tät, feststellbar unter anderem anhand zunehmend größer werdender Leckströme. Um
einenmöglichen Einfluss der oxidativen Behandlung auf die Spannungsabhängigkeit der
Aktivierung zu prüfen, wurde bei stabilen Neuronen etwa 600 s nach Beginn des Bad-
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austauschs beziehungsweise der Bestrahlung eine zweite Strom-Spannungskurve aufge-
nommen.
Es zeigte sich, dass die halbmaximale Aktivierungsspannung von NaV1.8 nach Be-
handlung mit reaktiven Spezies unverändert bliebt. Dagegen verschob sich die halb-
maximale Aktivierungsspannung der TTX-s-Kanäle signifikant von −55,0 ± 0,4mV auf
−63,1 ± 0,5mV durch die Wirkung von 100 µM Chloramin-T (Abb. 3.11E) und von
53,4 ± 0,7mV auf 55,9 ± 0,5mV durch Bestrahlung mit Blaulicht hoher Strahlungsleis-
tung (Abb. 3.11 J). Die Spannungsabhängigkeit der Aktivierung war bei NaV1.8 erhöht
von 13,2 ± 1,2mV auf 16,3 ± 0,5mV.
Die TTX-s-Kanäle waren nach der zehnminütigen Wirkung reaktiver Spezies nicht
weniger modifiziert als NaV1.8-Kanäle. Es konnte eine verminderte Stromantwort nach
der Behandlung mit reaktiven Spezies sowohl von NaV1.8 als auch von TTX-s-Kanä-
len festgestellt werden. Die relativen Stromamplituden über den gesamten Spannungsbe-
reich nach der Wirkung von 100 µM ChT für betrugen für NaV1.8-Kanäle durchschnitt-
lich 0,75 ± 0,03 und für TTX-s-Kanäle 0,60 ± 0,01. Blaulicht hoher Strahlungsleistung
verminderte die relative Amplitude von NaV1.8 auf 0,63 ± 0,05 und die von TTX-s-Ka-
nälen auf 0,70 ± 0,02.
3.3.4. Vergleich der Gleichgewichtsinaktivierung von NaV1.8-
undTTX-s-Kanälen
Mit dem unter Abschnitt 2.5.3 beschriebenen Protokoll wurde die Gleichgewichtsinakti-
vierung untersucht. Mit den ermitteltenWerten kann man Aussagen über die Kanalver-
fügbarkeit in Abhängigkeit des Haltepotenzials treffen. Damit lässt sich unter anderem
der relative Anteil der Kanäle an Aktionspotenzialen einschätzen.
Es zeigte sich, dass NaV1.8-Ströme halbmaximal bei −55,2 ± 1,2mV inaktiviert wur-
den, TTX-s-Ströme jedoch bereits bei −94,9 ± 1,1mV (Abb. 3.12B und C, links). Die
ermitteltenWerte sind abhängig von der spezifischen Zusammensetzung der Intrazellu-
lärlösung. Dennoch kann gefolgert werden, dass auch mit dem für stimulierte Aktions-
potenziale sehr negativen Haltepotenzial von −83mV der Großteil der TTX-s-Kanäle in
einem inaktivierten Zustand vorliegt, während NaV1.8-Kanäle voll aktivierbar sein soll-
ten.
Hinsichtlich der Spannungsabhängigkeit der Inaktivierung gab es geringe Unterschie-
de zwischen beiden Strömen (kh für NaV1.8 = 5,3 ± 0,2mV; kh für TTX-s = 6,4 ± 0,2mV;
p = 0,004; Abb. 3.12C, rechts).
Das entsprechende Spannungsprotokoll setzte die Neuronen aufgrund der 500ms-an-
liegenden, immer positiver werdenden Spannungen unter erheblichen Stress. Aus die-
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Abbildung 3.11.: Strom-Spannungsbeziehungen vor und nach Behandlungmit 100µM
ChT oder Blaulicht hoher Strahlungsleistung. Repräsentative Stromantworten von
NaV1.8 (A, F) und TTX-s (B, G) auf Depolarisationen ausgehend von −126mV auf
−86mV bis +24mV in 10mV-Schritten vor (schwarz) und nach der Behandlung mit reakti-
ven Spezies (farbig). Die Stromantwort auf eineTestspannung von−6mV ist grünmarkiert.
Normierte, durchschnittliche Stromantwort von NaV1.8-Strömen von NaV1.9
–/–-Neuronen
(C, H) und TTX-s-Strömen von NaV1.8
–/–-Neuronen (D, I) auf genannte Depolarisationen,
vor der Behandlung (schwarz) und 600 s nach der Behandlung mit reaktiven Spezies (far-
big). E, J) Halbmaximale Aktivierungsspannung Vm (links) und Spannungsabhängigkeit
der Aktivierung km (rechts) vor (schwarz) und 600 s nach Beginn der Behandlung mit re-
aktiven Spezies (farbig).
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Abbildung 3.12.: Gleichgewichtsinaktivierung von NaV1.8- und TTX-s-Strömen. A) Re-
präsentative NaV1.8-Stromspuren von NaV1.9
–/–-Neuronen (links) beziehungsweise TTX-
s-Stromspuren von NaV1.8
–/–-Neuronen (rechts) als Antwort auf das entsprechende
Spannungsprotokoll (siehe Abb. 2.5). Grün markiert ist die die Stromantwort für eine
500ms-Spannung Vinact von −6mV zwischen den beiden 10ms-Testspannungen von je-
weils −6mV. B) Der durchschnittliche Quotient aus zweitem und erstem Strommaximum
von NaV1.8- (schwarze Kreise) und TTX-s-Strömen (graue Dreiecke) aufgetragen über der
Spannung Vinact . C) Halbmaximale Inaktivierungsspannung (links) und Spannungsabhän-
gigkeit der Inaktivierung (rechts) von NaV1.8- (schwarze Kreise) und TTX-s-Strömen (graue
Dreiecke). Die Fehlerbalken sind in den Datenpunkten enthalten.
sem Grund wurde die Gleichgewichtsinaktivierung nicht vor jeder Messung geprüft.
Nach der Behandlung von DRG-Neuronen mit reaktiven Spezies waren die Stromant-
worten auf das Spannungsprotokoll zu stark schwankend, als dass zuverlässige Werte
hätten ermittelt werden können.
3.3.5. Kinetik derWirkung von Blaulicht und Chloramin-T auf
Maximalstrom und Inaktivierung spannungsgesteuerter
Natriumkanäle
Hinsichtlich der differentiellenWirkung reaktiver Spezies auf NaV1.8 und TTX-s-Kanä-
le gab es offenbar einen erheblichen zeitabhängigen Unterschied. Während NaV1.8 150 s
nach Beginn der Erzeugung reaktiver Spezies durchschnittlich stärker modifziert war als
TTX-s-Ströme, so konnte nach 600 s kaum noch eine unterschiedliche oxidative Sensi-
tivität festgestellt werden.
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Abbildung 3.13.: Kinetik der Wirkung reaktiver Spezies. Durchschnittlicher Verlauf des
normierten Maximalstroms (A und B jeweils links) und des Inaktivierungsindex (A und B
jeweils rechts) von NaV1.8 von NaV1.9
–/–-Neuronen (schwarze Kreise) und TTX-s-Strömen
vonNaV1.8
–/–-Neuronen (graueDreiecke) bei Erzeugung von reaktiven Speziesmit 100 µM
Chloramin-T (A) beziehungsweise Blaulicht hoher Strahlungsleistung (B) zumZeitpunkt 0 s
bei einer Testspannung von +4mV.
Deshalb wurde die Kinetik der Wirkung reaktiver Spezies näher betrachtet. Im Fall
vonNaV1.8 findet eine schnelle Reduktion desMaximalstroms statt (Abb. 3.13A). Dem-
gegenüber zeigte die Kinetik der TTX-s-Kanäle einen schnellen Anstieg des Maximal-
stroms in den ersten 50 s bis 100 s nach der Applikation von ChT, bevor der Maximal-
stromvermindertwurde.DieVerlangsamungder Inaktivierung vonNaV1.8 durch 100 µM
ChT beginnt unverzüglich. Die Inaktivierung der TTX-s-Kanäle scheint anfänglich be-
schleunigt zu werden, bevor eine Verlangsamung eintritt.
Blaulicht hoher Strahlungsleistung führt zu einer im Vergleich zu ChT verzögerten
Reduktion des Maximalstroms von NaV1.8. TTX-s-Kanäle reagieren mit einem Anstieg
des Maximalstroms, der im Durchschnitt nach 150 s in eine Verminderung des Maxi-
malstroms umschlägt. Die Gegenüberstellung der Inaktivierung von NaV1.8- und TTX-
s-Kanälen zeigt, dass in beiden Fällen die Inaktivierung nach dem Beginn der Bestrah-
lung unverzüglich verlangsamt wurde, diese Verlangsamung im Falle von NaV1.8 jedoch
erheblicher war.
Insgesamt deutet die in Abbildung 3.13 gezeigte Gegenüberstellung von NaV1.8 und
TTX-s-Strömen darauf hin, dass sich NaV1.8- und TTX-s-Kanäle vor allem innerhalb
der ersten 150 s nach Einwirkung reaktiver Spezies unterscheiden. Nach 600 s war anzu-
nehmen, dass sich sowohl NaV1.8- als auch TTX-s-Kanäle bereits in oxidativer Sättigung
befinden (siehe Abb. 3.11).
57
3.3. Reaktive Spezies vermindern Maximalstrom und Inaktivierung spannungsgesteuerter
Natriumkanäle von DRG-Neuronen
Abbildung 3.14.: Zeitlicher Verlauf von Maximalstrom und Inaktivierungsindex wäh-
rend der Behandlung mit Chloramin-T und in Gegenwart von intrazellulärem DTT.
Durchschnittliche, normierte Antwort des Maximalstroms (A, B) und des Inaktivierungsin-
dex (C, D) von NaV1.8 von NaV1.9
–/–-Neuronen (A, C) und TTX-s-Strömen von NaV1.8
–/–-
Neuronen (B, D) auf eine Testspannung von −26mV (links) beziehungsweise +4mV
(rechts). Jeweils zum Zeitpunkt 0 s wurde die Badlösung gegen 100 µM ChT-haltige Bad-
lösung ausgetauscht. Die Intrazellulärlösung enthielt entweder keine weiteren Zusätze
(schwarz) oder 2mM DTT (grau).
3.3.6. Dithiothreitol schützt die Inaktivierung
spannungsgesteuerter Natriumkanäle
Dithiothreitol ist ein membranpermeables, starkes Reduktionsmittel, welches insbeson-
dere schwefelhaltige Aminosäuren schützt beziehungsweise diese aus ihren eventuellen
Oxidationsprodukten zurückgewinnen kann (Le et al., 2008).
Bei Experimenten mit 2mMDTT innerhalb der patch-Pipette zeigte sich ein wesent-
lich stärkerer Rückgang des Maximalstroms von NaV1.8, sowohl bei −26mV als auch
bei +4mV infolge der Applikation von 100 µM ChT (Abb. 3.14A). Die größere Maxi-
malstromreduktion zeigte sich bei der negativeren Testspannung von −26mV.
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In Gegenwart von DTT blieb die Inaktivierung von NaV1.8 infolge der ChT-Perfusion
nahezu unverändert (Abb. 3.14C). Auch TTX-s-Kanäle zeigten in Gegenwart von DTT
eine deutlich verminderte Reaktion der Inaktivierung infolge der ChT-Behandlung im
Vergleich zur Inaktivierungsverlangsamung ohne DTT. Der Maximalstrom der TTX-s-
Kanäle verringerte sich wenig (Abb. 3.14B,D). Auch der ohneDTT beobachtete anfäng-
liche Anstieg des Maximalstroms bei beiden Testspannungen war deutlich vermindert.
Auf Experimente mit DTT in der Badlösung wurde verzichtet, da es als wahrscheinlich
angenommen wurde, dass infolge der stark reduktiven Wirkung von DTT die Konzen-
tration des zur Zelle gelangenden Chloramin-T stark vermindert gewesen und so kein
klar interpretierbares Resultat erhalten worden wäre.
Die bereits angesprochene Spannungsabhängigkeit wurde in Experimenten mit Blau-
licht starker Strahlungsleistung noch offensichtlicher.
NaV1.8-Kanäle zeigten in Gegenwart von 2mMDTT in der Pipette nur eine minima-
le Änderung des Maximalstroms bei −26mV, wohingegen die Reduktion des Maximal-
stroms bei +4mV nahezu unverändert blieb (Abb. 3.15A). Die Änderung der Inaktivie-
rung infolge der Blaulichtbestrahlung vonNaV1.8 konnte mit intrazelluläremDTT nicht
verhindert werden (Abb. 3.15C). Ähnlich wie anhand von Experimenten mit 100 µM
Chloramin-T zu beobachten, führte intrazelluläres DTT bei TTX-s-Strömen unter Be-
strahlung mit Blaulicht hoher Strahlungsleistung dazu, dass weder Maximalstrom noch
Inaktivierung infolge der Bestrahlung nennenswert geändert wurden (Abb. 3.15B,D).
Weil die Bestrahlung von Zellen mit blauem Licht zur Bildung reaktiver Spezies in-
nerhalb der Zelle führt, wurden auch Experimente mit DTT in der Badlösung durchge-
führt. Dadurch sollte geprüft werden, ob innerhalb der Zelle entstehende Radikale die
Zellmembran passieren und Ionenkanäle an der Außenseite der Membran modifizie-
ren können. In Gegenwart von extrazellulärem DTT führte die Bestrahlung mit blauem
Licht zu einer ähnlich geringen Änderung des Maximalstroms von NaV1.8 bei −26mV
wie sie auch in Gegenwart von intrazellulärem DTT zu beobachten war (Abb. 3.15A).
Extrazelluläres DTT führte im Gegensatz zu intrazellulärem DTT auch zu einer Reduk-
tion des Maximalstromrückgangs von NaV1.8 bei +4mV. Weiterhin bewirkte extrazel-
luläres DTT eine beschleunigte Inaktivierung von NaV1.8 vor der Behandlung und eine
deutlich geminderte Verlangsamung der Inaktivierung infolge der Blaulichtbestrahlung
(Abb. 3.15C).
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Abbildung 3.15.: Zeitlicher Verlauf von Maximalstrom und Inaktivierung während der
Bestrahlung mit blauem Licht und in Gegenwart von DTT. Durchschnittliche, normier-
te Antwort des Maximalstroms (A, B) und des Inaktivierungsindex (C, D) von NaV1.8 von
NaV1.9
–/–-Neuronen (A,C) undTTX-s-Strömen vonNaV1.8
–/–-Neuronen (B,D) auf eineTest-
spannung von −26mV (links) beziehungsweise +4mV (rechts). Jeweils zum Zeitpunkt 0 s
wurden die Zellen kontinuierlich mit blauem Licht hoher Strahlungsleistung bestrahlt. Die
Intrazellulärlösung enthielt entweder keine weiteren Zusätze (schwarz) oder 2mM DTT
(grau). Blau dargestellt sind Aufnahmen mit 2mM DTT in der Badlösung.
3.3.7. Der spezifische Cystein-Modifikator DTNB verändert die
Wirkung von ChT auf NaV1.8-Ströme nicht
Umdie Rolle von Cysteinoxidationen bei der Vermittlung derWirkung reaktiver Spezies
auf Aktionspotenziale bewerten zu können, wurden NaV1.8-Ströme in Gegenwart von
100 µM DTNB in der Badlösung untersucht. DTNB ist nicht membranpermeabel und
modifiziert entsprechend nur Cysteinreste auf der Außenseite der Membran und macht
diese damit von Beginn an unzugänglich für zusätzliche oxidative Modifikationen.
Über die zusätzliche äußere Behandlung mit Chloramin-T, bei gleichzeitiger Gegen-
wart von DTT innerhalb der patch-Pipette, sollte der Einfluss von Cysteinmodifikatio-
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Abbildung 3.16.: Einfluss von Cysteinmodifikationen auf die Wirkung von Chloramin-
T in Gegenwart von DTT. Durchschnittliche, normierte Antwort des Maximalstroms (A)
unddes Inaktivierungsindex (B) vonNaV1.8 vonNaV1.9
–/–-Neuronenbei Spannungssprün-
gen auf −26mV (links) und +4mV mit 2mM DTT in der patch-Pipette (grau) oder zusätz-
lich 100 µMDTNB in der Badlösung (braun). Jeweils zum Zeitpunkt 0 s wurden 100 µM ChT
appliziert.
nen mit dem Einfluss von durch ChT produzierten Methioninoxidationen verglichen
werden.
Wie in Abbildung 3.16A gezeigt, verminderte sich dieWirkung von ChT auf denMa-
ximalstrom vonNaV1.8 in Gegenwart von extrazelluläremDTNB nur wenig. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede zu den Experimenten mit intrazellulärem DTT, aber
ohne DTNB, nach 150 s bei einer der beiden Spannungen festgestellt werden (p > 0,1).
Die Inaktivierung war bereits vor Beginn der ChT-Applikation langsamer und änderte
sich infolge der ChT-Behandlung auch nicht weiter (Abb. 3.16B).
3.4. Chimäre Kanäle von rNaV1.8 und rNaV1.4 geben
Aufschluss über Angriffsorte reaktiver Spezies
Der Kanal NaV1.8 und TTX-sensitive Kanäle in Maus-DRG-Neuronen reagierten auf
reaktive Spezies unterschiedlich. Um die molekularen Ursachen der besonderen Emp-
findlichkeit von NaV1.8 gegenüber reaktiven Spezies innerhalb des Kanalproteins näher
lokalisieren zu können, wurden chimäre Proteine genutzt. Diese waren unterschiedlich
zusammengesetzt aus Teilen des Natriumkanals NaV1.8 und des TTX-s-Kanals NaV1.4,
beide von Rattus norvegicus.
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3.4.1. Chloramin-T reduziert denMaximalstrom von rNaV1.8 aber
nicht denMaximalstrom von rNaV1.4
DerKanal rNaV1.8wies imVergleich zuden gemessenenNaV1.8-Strömen vonNaV1.9
–/–-
Neuronen der Maus als Antwort auf 100 µM ChT keine Abnahme des Maximalstroms
bei +4mV auf (p = 0,13; Abb. 3.17B und 3.18B). Dies war scheinbar in der nach
ungefähr 100 s stattfindenden Umkehr des Reduktionseffekts begründet, was in DRG-
Neuronen nicht beobachtet wurde (vgl. Abb. 3.14A). Die Reduktion desMaximalstroms
war allerdings bei −26mV signifikant (−28,5 ± 4,8%; p = 0,006). Die Inaktivierung von
rNaV1.8 war von Beginn an langsamer im Vergleich zur Inaktivierung von NaV1.8 von
DRG-Neuronen: Ri = 0,46 ± 0,02 bei −26mV gegenüber Ri = 0,35 ± 0,02 in DRG-
Neuronen beziehungsweise Ri = 0,29 ± 0,03 bei +4mV gegenüber Ri = 0,14 ± 0,01 in
DRG-Neuronen (vgl. Abb. 3.18C und 3.9C).
Zu Beginn der Applikation trat bei rNaV1.8 eine geringfügige Beschleunigung der In-
aktivierung auf (Abb. 3.17C), bevor sich diese vergleichbar mit den Untersuchungen an
NaV1.8 in DRG-Neuronen verlangsamte (vgl. Abb. 3.14C).
Als repräsentativer TTX-s-Kanal wurde rNaV1.4 gewählt, der infolge der Applikation
von ChT keine signifikanten Änderungen des Maximalstroms zeigte (Abb. 3.17E und
3.18B) und eine zu denTTX-s-Kanälen vonDRG-Neuronen vergleichbare, geringfügige
Inaktivierungsverlangsamung aufwies, die imGegensatz zu rNaV1.8 auch signifikantwar
(rNaV1.4, −26mV: von Ri = 0,035 ± 0,068 auf Ri = 0,067 ± 0,064; p = 0,000 36; +4mV:
von Ri = 0,016 ± 0,001 auf Ri = 0,051 ± 0,008; p = 0,000 14; Abb. 3.17 F).
Intrazelluläres DTT änderte die ohnehin geringe Antwort von rNaV1.4 auf 100 µM
ChT nicht. Dies war ein Unterschied zu TTX-s-Kanälen von DRG-Neuronen. Die Ver-
langsamung der Inaktivierung als Antwort auf 100 µM ChT war im Fall von TTX-s-
Kanälen durch DTT blockiert (vgl. Abb. 3.14D). In ND7/23-Zellen verlangsamte sich
die Inaktivierung von rNaV1.4mit intrazelluläremDTT in einem ähnlichen Ausmaßwie
ohne DTT und ebenfalls signifikant (p = 0,010 bei −26mV beziehungsweise p = 0,015
bei +4mV; Abb. 3.18 F).
Im Gegensatz zu NaV1.8 von DRG-Neuronen zeigten Experimente mit rNaV1.8 und
2mm DTT in der patch-Pipette keinen signifikanten Einfluss auf die durch ChT verur-
sachte Änderung sowohl des Maximalstroms als auch der Inaktivierung (Abb. 3.17C).
Die Inaktivierung vor Beginn der Applikation war geringfügig schneller.
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Abbildung 3.17.: Einfluss von 100µMChT auf rNaV1.8 und rNaV1.4 in ND7/23-Zellen. A,
D) Repräsentative Stromspuren vor (schwarz) und 150 s nach Applikation mit 100 µM ChT
(rot) bei einer Testspannung von +4mV. Zeitlicher Verlauf des normierten Maximalstroms
(B,E) beziehungsweisedes Inaktivierungsindex (C,F) bei −26mV (links) und+4mV (rechts),
ohne DTT (schwarz) oder mit 2mM DTT intrazellulär (grau). Der Badaustausch mit 100 µM
ChT-haltiger Badlösung erfolgte zum Zeitpunkt 0 s.
3.4.2. Kanalchimären weisen auf Besonderheiten der Domänen I
und II von rNaV1.8 hin
Chloramin-T in einer Konzentration von 100 µM führte zu Veränderungen an rNaV1.8-
Kanälen, die deutlich von denen ab rNaV1.4-Kanälen unterscheidbar waren. Aus diesem
Grund wurden Kanalchimären aus rNaV1.8 und rNaV1.4 eingesetzt, ummolekulare An-
griffsorte von rNaV1.8 zu identifizieren, die für die ChT-induzierteMaximalstromreduk-
tion verantwortlich sind (siehe Abschnitt 2.4.1 und Abb. 2.1).
Bei den Chimären r8844 und r4488 bilden die Kanäle rNaV1.8 und rNaV1.4 jeweils
eine Hälfte eines funktionellen Kanals, vom N-Terminus bis zur Domäne II und von
Domäne III bis zum C-Terminus. Wie in Abbildung 3.18B zu sehen, zeigte die Chimä-
re r8844 eine gegenüber dem Wildtyp rNaV1.8 stärkere Reduktion des Maximalstroms
infolge der Applikation von 100 µM ChT, um −42,7 ± 2,4% (p = 0,048). Auch stieg der
Maximalstrom im Vergleich zum Wildtyp mit der Zeit langsamer wieder an. Die Re-
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Abbildung 3.18.: Änderung von Maximalstrom und Inaktivierung der chimären Kon-
strukte infolge der Perfusion mit Chloramin-T. A) Repräsentative Stromspuren bei
+4mV vor (schwarz) und 150 s nach der Perfusion von 100 µM ChT (rot). Verlauf des nor-
mierten Maximalstroms (B) beziehungsweise des Inaktivierungsindex (C) bei einem Span-
nungssprung auf +4mV infolge des Badaustauschs mit 100 µM ChT-haltiger Badlösung
zum Zeitpunkt 0 s.
duktion des Maximalstroms bei +4mV um −41,7 ± 3,4% (p = 0,001) war vergleichbar
mit der Reduktion bei −26mV. Die Inaktivierung von r8844 wurde bei beiden Testspan-
nungen signifikant verlangsamt, vor allem aber bei −26mV von Ri = 0,15 ± 0,03 auf
Ri = 0,22 ± 0,03 (p = 0,005; Abb. 3.19C).
Die Inaktivierung der Chimäre r4488 wurdemit der Zeit infolge der ChT-Applikation
ebenfalls bei beiden Testspannungen signifikant verlangsamt, bei −26mV vergrößerte
sich der Inaktivierungsindex Ri von 0,123 ± 0,008 auf Ri = 0,210 ± 0,010 (p = 2 ⋅ 10
−6)
undbei +4mVvonRi = 0,057 ± 0,006 aufRi = 0,153 ± 0,013 (p = 5 ⋅ 10
−5; Abb. 3.19B).
Diese Verlangsamung war entsprechend prägnanter als bei r8844. Der Maximalstrom
von r4488 erhöhte sich signifikant, bei −26mV um 16,7 ± 0,3% (p = 8 ⋅ 10−5) und bei
+4mV um 4,9 ± 1,5% (p = 0,023; Abb. 3.19A).
Da dieMaximalstromänderungen klar unterscheidbar waren und die Domänen I und
II des Kanals rNaV1.8 für die beobachtete Reduktion verantwortlich zu sein schienen,
sollte dieser Effekt mit zwei weiteren Chimären weiter eingegrenzt werden. Dabei stellte
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Abbildung 3.19.: Spannungsabhängigkeit der Wirkung reaktiver Spezies auf Ka-
nalchimären. A) Änderung des Maximalstroms 150 s nach dem Badaustausch mit
100 µM-haltiger ChT-Lösung bei Spannungssprüngen auf −26 (links) und +4mV
(rechts). B) Inaktivierungsindex vor (schwarz) und 150 s nach dem Badaustausch mit
100 µM-haltiger ChT-Lösung (rot) bei Spannungssprüngen auf −26 (links) und +4mV
(rechts).
rNaV1.8 jeweils nur die erste oder nur die zweite Domäne eines funktionellen Kanals,
während der Rest von rNaV1.4 stammte.
Die Inaktivierung der Chimäre r8444 wurde nicht signifikant verlangsamt, wobei dies
vermutlich vor allem an der Heterogenität der Ergebnisse liegt, da die Inaktivierung in
etwa der Hälfte der Messungen der Chimäre r8444 gar nicht verlangsamt wurde (Abb.
3.19C).
Der Maximalstrom wurde bei +4mV signifikant reduziert um −34,2 ± 0,7% (p =
0,02), wobei die Ergebnisse wiederum sehr unterschiedlich waren (Abb. 3.19B). In Ab-
bildung 3.18B ist gezeigt, dass der Maximalstrom von r8444 bei +4mV monoton redu-
ziert wurde und auch nicht wieder anstieg. Die Domäne I von rNaV1.8 scheint also für
den überwiegenden Teil der Maximalstromreduktion verantwortlich zu sein.
DieChimäre r4844 zeigte eine signifikant verlangsamte Inaktivierung bei beiden Span-
nungen bei −26mV von Ri = 0,075 ± 0,005 auf Ri = 0,155 ± 0,009 (p = 1 ⋅ 10
−7) und
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bei +4mV von Ri = 0,000 01 ± 0,006 00 auf Ri = 0,068 ± 0,010 (p = 2 ⋅ 10
−6; Abb.
3.19B). Der Maximalstrom erhöhte sich bei −26mV um 65,7 ± 0,8% (p = 0,007) und
bei +4mV um 31,5 ± 0,3% (p = 0,0001; Abb. 3.19A).
Die Kombination der durch Domäne I und II vermittelten Effekte – Reduktion des
Maximalstroms versus Erhöhung – erklärt die bei −26mV der Maximalstromreduktion
folgende Erhöhung des Maximalstroms mit der Zeit, sichtbar vor allem bei der Chimäre
r8844 und demWildtyp-Kanal NaV1.8 (Abb. 3.18B).
3.4.3. IFC-Chimären zeigen dieWirkung von Chloramin-T bei
besonders oxidationsempfindlicher Inaktivierung
Die vorangegangenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass reaktive Spezies auch bei hete-
rolog exprimierten Kanälen eine komplexe Veränderung der gekoppelten Prozesse Ak-
tivierung und Inaktivierung bewirken. Daher wurden Chimären verwendet, die ana-
log zu den unter Abschnitt 3.4.2 beschriebenen aufgebaut waren, allerdings über einen
Cystein- statt einem Methioninrest im Inaktivierungsmotiv verfügten („IFC“). Dieser
Aminosäureaustausch machte die Chimären besonders empfindlich gegenüber oxidati-
ven Modifikationen. Außerdem sollte DTNB, eine Cystein-modifizierende Substanz, in
einer Konzentration von 100 µM eingesetzt werden, um die Inaktivierung vor Beginn
der ChT-Perfusion quantitativ zu verlangsamen. Anschließend wurde abermals 100 µM
ChT zum Bad hinzugegeben. So sollte überprüft werden, ob sich der Effekt der Redukti-
on des Maximalstroms auch bei von Beginn an verlangsamter Inaktivierung beobachten
lässt.
Der Kanal rNaV1.8-IFC hatte durch dieWirkung des DTNBs vor Beginn derMessung
eine deutlich verlangsamte Inaktivierung (Ri = 0,73 ± 0,07 bei +4mV). Diese konn-
te entsprechend des Inaktivierungsparameters Ri durch die folgende Applikation von
100 µM ChT weiter verlangsamt werden auf Ri = 0,97 ± 0,02 (p = 0,005; Abb. 3.20A –
C und Abb. 3.21). In einigen Fällen, beispielsweise im Fall von rNaV1.8-IFC bei −26mV,
war die Inaktivierung so stark verlangsamt, dass der Strom während eines 20ms-Test-
spannungssprungs nicht sein endgültiges Maximum erreichte. Die somit theoretischen
Werte von Ri größer als „1“ wurden in diesen Fällen für die Analyse per Hand „1“ gleich-
gesetzt.
Der Maximalstrom von rNaV1.8-IFC erhöhte sich bei +4mV um 126,2 ± 21,2% (p =
0,002; Abb. 3.21).
Der Kanal NaV1.4-IFC zeigte eine wenig verlangsamte Inaktivierung durch intrazel-
luläres DTNB im Unterschied zu rNaV1.8-IFC (NaV1.4-IFC: Ri = 0,033 ± 0,006 bei
+4mV;Abb. 3.20C) undunterschied sich kaumvomrNaV1.4-Wildtyp (vgl. Abb. 3.18C).
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Abbildung 3.20.: Änderung von Maximalstrom und Inaktivierungsindex der IFC-
Chimären infolge der Perfusion mit Chloramin-T. A) Repräsentative Stromspuren bei
+4mV vor (schwarz) und 150 s nach (rot) der Perfusion von 100 µM ChT in Gegenwart
von 100 µM intrazellulärem DTNB. B, C) Verlauf des normierten Maximalstroms bezie-
hungsweise des Inaktivierungsindex bei einem Spannungssprung auf +4mV infolge des
Badaustauschs mit 100 µM ChT-haltiger Badlösung zum Zeitpunkt 0 s.
Die folgende Applikation von 100 µM ChT führte jedoch zu einer deutlichen Verlang-
samung der Inaktivierung, die allerdings nicht vollständig war (Ri = 0,71 ± 0,02 bei
+4mV). Der Strom von rNaV1.4-IFC änderte sich bei einer Spannung von +4mV im
starken Kontrast zu rNaV1.8-IFC nicht signifikant (p > 0,1).
Die Chimären r8844-IFC und r4488-IFC reagierten im Unterschied zu den Wildtyp-
Varianten sehr ähnlich auf reaktive Spezies im direkten Vergleich. Die Inaktivierung
war bei beiden IFC-Chimären vor Beginn der Messung auf ein Niveau zwischen dem
von rNaV1.8-IFC und rNaV1.4-IFC verlangsamt und konnte durch die ChT-Applikati-
on weiter deutlich verlangsamt werden, ebenfalls auf einenWert, der zwischen dem von
rNaV1.8-IFC und rNaV1.4-IFC nach der ChT-Applikation lag (Abb. 3.20C). Bei beiden
Chimären war ein Zuwachs des Maximalstroms festzustellen (Abb. 3.20B).
Ein großerUnterschied zeigte sich hinsichtlich der Inaktivierung derChimären r8444-
IFC und r4844-IFC.Während das Startniveau der Inaktivierung im Falle von r8444-IFC
ungefähr das von rNaV1.4-IFC erreichte (r8444-IFC bei +4mV:Ri = 0,095 ± 0,005), war
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Abbildung 3.21.: Spannungsabhängigkeit der Wirkung reaktiver Spezies auf IFC-
Kanalchimären. A) Änderung des Maximalstroms 150 s nach dem Badaustausch mit
100 µM-haltiger ChT-Lösungbei Spannungssprüngen auf −26 (links) und+4mV (rechts).B)
Inaktivierungsindex vor (schwarz) und 150 s nach dem Badaustausch mit 100 µM-haltiger
ChT-Lösung (rot) bei Spannungssprüngen auf −26 (links) und +4mV (rechts).
das Startniveau der Inaktivierung im Fall von r4844-IFC sogar langsamer als bei r8844-
IFC (r4844-IFC bei +4mV: Ri = 0,46 ± 0,12); Abb. 3.21B). Die Verlangsamung der
Inaktivierung infolge der ChT-Perfusion war bei r4844-IFC deutlicher als bei r8444-IFC.
Der Maximalstrom von r8444-IFC änderte sich nicht (Abb. 3.20B). Hingegen sorgte die
Perfusionmit 100 µMChT bei r4844-IFC zu einem starken Zuwachs desMaximalstroms
um 202,4 ± 34,8% bei +4mV (p = 0,0009), ein Zuwachs der noch größer war als der von
rNaV1.8-IFC (Abb. 3.21A).
Intrazelluläres DTNB war nicht geeignet, die Inaktivierung der IFC-Chimären quan-
titativ zu verlangsamen, da die äußere Applikation von Chloramin-T immer noch eine
zusätzliche Verlangsamung der Inaktivierung zur Folge hatte.
Deshalb wurden die gut exprimierenden Konstrukte r8844-IFC und r4488-IFC ge-
wählt und statt 100 µMDTNB 1mMChT in die Intrazellulärlösung gegeben, um vor der
68
3.4. Chimäre Kanäle von rNaV1.8 und rNaV1.4 geben Aufschluss über Angriffsorte
reaktiver Spezies
Abbildung 3.22.: Einfluss von 100µM ChT auf r8844-IFC und r4488-IFC mit 1mM ChT
intrazellulär. A, D) Repräsentative Stromspuren vor (schwarz) und 150 s nach der extra-
zellulären Applikation von 100 µM ChT (rot) bei einer Testspannung von +4mV. Zeitlicher
Verlauf des normiertenMaximalstroms (B, E) beziehungsweise des Inaktivierungsindex (C,
F) bei −26mV (links) und +4mV (rechts). Der Badaustausch mit 100 µM ChT-haltiger Bad-
lösung erfolgte zum Zeitpunkt 0 s.
folgenden Perfusionmit 100 µMChT von außen bereits eine oxidative Sättigung über die
Intrazellulärlösung zu erreichen.
Auch diese hohe Konzentration von ChT in der Intrazellulärlösung vermochte nicht,
die Inaktivierung der Chimären bereits vor der ChT-Perfusion quantitativ zu verlangsa-
men, bei +4mVbetrugRi für r8844-IFC 0,42 ± 0,08 und für r4488-IFC 0,43 ± 0,12 (Abb.
3.22C und F). Infolge der ChT-Applikation von außen wurde die Inaktivierung weiter
verlangsamt und der Maximalstrom bei +4mV stieg bei r8844-IFC um 33,3 ± 10,1%
(p = 0,015) und ebenso bei r4488-IFC um 33,3 ± 9,0% (p = 0,004) an. Es zeigte sich
eine Spannungsabhängigkeit der Chimäre r4488-IFC insofern, dass der Maximalstrom
bei −26mV deutlich stärker erhöht wurde als bei +4mV, um 98,2 ± 27,4% (p = 0,0026),
während derMaximalstrom der Chimäre r8844-IFC bei dieser Spannung nicht geändert
wurde.
Im Zusammenhang mit der unvollständigen Verlangsamung der Inaktivierung durch
DTNB wurde dies als Indiz gewertet, dass die Diffusion von Substanzen in der Intrazel-
lulärlösung innerhalb der gesamten Zelle nicht schnell genug war.
Als letzteMöglichkeit, eine quantitative Verlangsamung der Inaktivierung zu erzielen,
wurde daher die intrazelluläre Applikation von Lucifer yellow genutzt. Unter Bestrahlung
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Abbildung 3.23.: Einfluss von 100µM ChT auf rNaV1.8-IFC und mit Lucifer yellow und
Blaulichtbestrahlung voroxidierten rNaV1.8-IFC-Kanälen. A) Repräsentative Strom-
spuren von rNaV1.8 vor (schwarz) und 100 s nach Bestrahlung der Zellenmit Blaulicht nied-
riger Strahlungsleistung und 1mM Lucifer yellow intrazellulär (blau) bei einer Testspan-
nung von +4mV. Zeitlicher Verlauf des normierten Maximalstroms (B), beziehungswei-
se des Inaktivierungsindex (C) bei −26mV (links) und +4mV (rechts). D) Repräsentative
Stromspuren von durch Lucifer yellow und Blaulichtbestrahlung bereits oxidiertem rNaV1.8
vor (schwarz) und 150 s nach Applikation von 100 µM ChT (rot). Zeitlicher Verlauf des nor-
mierten Maximalstroms (E) bei −26mV (links) und +4mV (rechts). Beginn der Behandlung
jeweils zum Zeitpunk 0 s. Die Inaktivierung der voroxidierten rNaV1.8-IFC-Kanäle ist nicht
gezeigt, da der Wert des Inaktivierungsindex nach der Wirkung von Lucifer yellow bereits
größer 1 war und entsprechend keine Inaktivierung mehr festgestellt werden konnte.
mit blauem Licht niedriger Strahlungsleistung zerfällt Lucifer yellow und bildet reaktive
Spezies. Die genaue Art der gebildeten reaktiven Spezies ist unbekannt. Des Weiteren
wirkt Lucifer yellow sehr unspezifisch, sodass die mit bisherigen Oxidanzien gewünschte
Spezifität für Cystein- und Methioninreste nicht aufrecht erhalten werden konnte.
In Abbildung 3.23 ist gezeigt, dass es durch 1mM intrazellulärem Lucifer yellow, kom-
biniert mit der Bestrahlung mit blauem Licht niedriger Strahlungsleistung möglich war,
innerhalb von 50 s bis 100 s eine quantitative Verlangsamung der Inaktivierung zu erzie-
len (Abb. 3.23C). Gleichzeitig vervielfachte sich derMaximalstrom.Mit der Zeit der Be-
strahlung nahm der Maximalstrom wieder ab, was auf die oxidative Zerstörung von Na-
triumkanälen zurückgeführt wurde. Deshalb wurde das blaue Licht ausgeschaltet, wenn
abzusehen war, dass die maximale Zunahme des Stroms erreicht wurde.
Die anschließende Applikation von 100 µM ChT hatte auf die auf diese Weise voroxi-
dierten Kanäle keinen signifikanten Einflussmehr weder auf die Inaktivierung, noch den
70
3.4. Chimäre Kanäle von rNaV1.8 und rNaV1.4 geben Aufschluss über Angriffsorte
reaktiver Spezies
Maximalstrom (Abb. 3.23D undE). Dieses Ergebnis lässt sich damit begründen, dass Lu-
cifer yellow und die membrangängigen gebildeten reaktiven Spezies womöglich auch die
sonst von ChT angegriffenen extrazellulären Angriffsorte bereits oxidiert hatten.
3.4.4. Chloramin-T reduziert denMaximalstrom auch bei
geringerer Oxidationsempfindlichkeit der Inaktivierung
Es war offensichtlich nicht möglich, die Inaktivierung der IFC-Chimären zu verlangsa-
men, ohne durch einen Überschuss an reaktiven Spezies sämtliche oxidative Ziele inner-
halb des Proteins mitzuoxidieren und die Kanäle damit zu schädigen.
Deshalb sollte umgekehrt der Einfluss reaktiver Spezies bei besonders Redox-unemp-
findlicher Kanalinaktivierung untersucht werden. Deshalb wurde eine Variante des Ka-
nals rNaV1.8 untersucht, bei der das Methionin des Inaktivierungsmotiv gegen ein Leu-
cin getauscht wurde („rNaV1.8-IFL“). Damit sollte der Kanal zumindest an dieser kriti-
schen Position unempfindlich gegenüber Oxidationen sein.
Die Inaktivierung der Chimäre rNaV1.8-IFL war von Beginn an deutlich langsamer
mit Ri = 0,46 ± 0,07 als die vom Wildtyp-Kanal rNaV1.8 mit Ri = 0,30 ± 0,03 (Abb.
3.24C, vgl. mit 3.19B). Es zeigte sich, dass rNaV1.8-IFL in seinem Inaktivierungsver-
halten infolge der ChT-Applikation bei beiden untersuchten Testspannungen nicht si-
gnifikant verändert wurde. Chloramin-T führte bei rNaV1.8-IFL zu einer Reduktion des
Maximalstroms um 22,7 ± 5,5% bei +4mV, wodurch sich der Kanal signifikant von dem
Wildtyp-Kanal rNaV1.8 unterschied. Es war außerdem keine ausgeprägte Tendenz zu ei-
ner Stromzunahme nach etwa 100 s wie beim Wildtyp-Kanal zu beobachten war, vor-
handen (Abb. 3.24B).
Abbildung 3.24.: Wirkung von 100µM ChT auf rNaV1.8-IFL. A) Repräsentative Stromspu-
ren vor (schwarz) und 150 s nach der extrazellulären ChT-Applikation (rot) bei einer Test-
spannung von +4mV. Zeitlicher Verlauf des normierten Maximalstroms (B), beziehungs-
weise der Inaktivierung (C) bei −26mV (links) und +4mV (rechts). Der Badaustausch mit
100 µM ChT-haltiger Badlösung erfolgte zum Zeitpunkt 0 s.
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3.4.5. Analyse der Strom-Spannungsbeziehungen der Chimären
Um weitere Informationen über die Ursache des Unterschieds der einzelnen chimären
Konstrukte zu erlangen, wurden die Strom-Spannungsbeziehungen der Chimären vor
und nach der Wirkung von Chloramin-T verglichen und gemäß Gleichung 2.1 ausge-
wertet. Die Analyse der Aktivierung der Chimären ohne IFC-Inaktivierungsmotiv zeig-
te, dass rNaV1.8 bei −25,7 ± 1,7mV halbmaximal aktiviert wurde, rNaV1.4 hingegen be-
reits bei −48,4 ± 2,0mV halbmaximal aktiviert wurde (Abb. 3.25B, C). Die Spannung
der halbmaximalen Aktivierung von rNaV1.8 wurde infolge der Wirkung von 100 µM
ChT nicht signifikant verschoben (p > 0,1), was sich mit den Ergebnissen von NaV1.8
von NaV1.9
–/–-Maus-Neuronen deckte.
Die halbmaximale Aktivierung des Kanals rNaV1.4 wurde dagegen infolge der ChT-
Perfusion um −10,9 ± 2,5mV, entsprechend hin zu einer negativeren Membranspan-
nung, verschoben (p = 0,002), womit dieser Effekt mit der Wirkung von Chloramin-T
auf TTX-s-Kanäle inNaV1.8
–/–-Neuronen vergleichbar war. Die Spannungsabhängigkeit
des Kanals rNaV1.8 wurde um 3,8 ± 1,3mV vergrößert (p = 0,03) und blieb bei rNaV1.4
unverändert (Abb. 3.25B).
Die Chimäre r8844 wies ähnliche geringe Änderungen wie der Kanal rNaV1.8 auf. Die
halbmaximale Aktivierungsspannung änderte sich nicht (p = 0,20). Die Spannungsab-
hängigkeit von r8844 vergrößerte sich infolge der Wirkung von Chloramin-T dagegen
um 9,4 ± 2,1mV (p = 0,007), der größte Zuwachs aller untersuchten Chimären ohne
„IFC“-Aminosäureaustausch. Die Chimäre r4488 war dem Kanal rNaV1.4 sehr ähnlich
und wurde in der Spannungsabhängigkeit nicht geändert (p = 0,07). Die halbmaxima-
le Aktivierungsspannung verschob sich aber um −13,7 ± 1,5mV auf −56,8mV (p = 1;
Abb. 3.25).
Die Chimäre r8444 zeigte eine Verschiebung der Aktivierung um−10,8 ± 0,3mV (p =
0,023) infolge des Einflusses von 100 µMund zusätzlich eine deutliche Vergrößerung der
Spannungsabhängigkeit um 8,8 ± 2,1mV (p = 0,015). Im Vergleich verschob sich die
halbmaximale Aktivierungsspannung bei r4844 von −27,1 ± 1,0mV auf −37,5 ± 1,5mV
wobei die Spannungsabhängigkeit unverändert blieb.
Die Chimäre rNaV1.8-IFL, deren Inaktivierungsmotiv nicht oxidationsempfindlich
war, besaß vergleichbare Aktivierungsparameter wie derWildtypmit einer halbmaxima-
len Aktivierungsspannung von −25,0 ± 2,4mV und einer Spannungsabhängigkeit von
13,1 ± 2,6mV. Infolge der Wirkung von Chloramin-T verschob sich die halbmaximale
Aktivierungsspannung um −7,2 ± 1,6mV.
Bei denChimärenmit IFC-Inaktivierungsmotiv zeigten sich vergleichbareUnterschie-
de der Chimären untereinander hinsichtlich ihrer Aktivierungseigenschaften. So lag Vm
von rNaV1.8-IFC vergleichbar zum Wildtyp bei −24,5 ± 2,1mV, wurde allerdings an-
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Abbildung 3.25.: Strom-Spannungsbeziehungen der Chimären. A) Repräsentative
Stromantworten von rNaV1.8 und rNaV1.4 auf Testspannungen von −86mV bis 24mV in
10-mV-Schritten, ausgehend von einem Haltepotenzial von −120mV. B) Durchschnittli-
che, normierte Strom-Spannungsbeziehungen von rNaV1.8 (links) und rNaV1.4 (rechts)
mit Anpassung nach Gleichung 2.1 vor (schwarz) und nach der Wirkung von 100 µM ChT
(rot). C) Durchschnittliche Werte der halbmaximalen Aktivierungsspannung Vm (links)
und der Spannungsabhängigkeit km (rechts) der Chimären ohne IFC-Inaktivierungsmotiv
vor (schwarz) und nach derWirkung von 100 µM ChT (rot).
ders als der Wildtyp durch 100 µM ChT auf −33,6 ± 2,7mV verschoben (p = 0,0002;
Abb. 3.26). Der Kanal rNaV1.4-IFC wurde halbmaximal bei −45 ± 5mV aktiviert, nach
der Wirkung von 100 µM ChT indessen bei −55,7 ± 1,5mV (p = 2 ⋅ 10−5).
Die Spannungsabhängigkeit reduzierte sich bei rNaV1.8-IFC um 4,6 ± 0,8mV und
bei rNaV1.4-IFC um 2,2 ± 0,5mV, was vermutlich am Zugewinn von Maximalstrom
liegt. Die Chimären r8844-IFC und r8444-IFC zeigten beide keine Änderung von Vm
durch Chloramin-T und wurden in einem ähnlichen Spannungsbereich wie rNaV1.8-
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Abbildung 3.26.: Strom-Spannungsbeziehungen der IFC-Chimären. A) Repräsen-
tative Stromantworten von rNaV1.8-IFC und rNaV1.4-IFC auf Testspannungen von
−86mV bis 24mV in 10mV-Schritten, ausgehend von einem Haltepotenzial von −120mV.
B) Durchschnittliche, normierte Strom-Spannungsbeziehungen von rNaV1.8-IFC (links)
und rNaV1.4-IFC (rechts) mit Anpassung nach Gleichung 2.1 vor (schwarz) und nach der
Wirkung von 100 µM ChT (rot). C) Durchschnittliche Werte der halbmaximalen Aktivie-
rungsspannung Vm (links) und der Spannungsabhängigkeit km (rechts) der IFC-Chimären
vor (schwarz) und nach derWirkung von 100 µM ChT (rot).
IFC aktiviert. Bei den Chimären r4488-IFC und 4844-IFC verschob sich allerdings die
halbmaximale Aktivierungsspannung um −11,7 ± 1,1 (p = 6 ⋅ 10−5) beziehungsweise
−10,0 ± 1,6mV (p = 0,0003). Auffällig war außerdem, dass die Chimäre r8444-IFC die
bei weitem stärkste Erhöhung der Spannungsabhängigkeit der Aktivierung aufwies, von
13,5 ± 1,6mV auf 28,5 ± 3,5mV (p = 0,007).
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4. Diskussion
In der Vergangenheit konnte demonstriert werden, dass sowohl physiologische als auch
pathophysiologische Prozesse mit dem Auftreten erhöhter Konzentrationen reaktiver
Spezies einhergehen (Murphy et al., 2011). So gibt es beispielsweise Indizien, dass reakti-
ve Spezies von Entzündungsreaktionen die Signalweiterleitung afferenter Nerven nega-
tiv beeinflussen können (Nickel et al., 2012). Es häufen sich jedoch auch Hinweise, dass
reaktive Spezies neben ihrer Eigenschaft als Mediatoren pathophysiologischer Zustän-
de zusätzlich ein großes Regulationspotenzial in physiologischen Umgebungen besitzen,
welches allerdings noch Gegenstand aktueller Forschung ist (Ray et al., 2012;Thannickal
& Fanburg, 2000). Dementsprechend ist nur sehr wenig darüber bekannt, welchen Ein-
fluss reaktive Spezies auf die elektrischen Eigenschaften von DRG-Neuronen haben.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der patch clamp-Methode untersucht, auf
welche Art und Weise Aktionspotenziale in DRG-Neuronen durch reaktive Spezies be-
einflusst werden und welche Rolle spannungsgesteuerte Natriumkanäle dabei spielen.
Reaktive Spezies wurden unter anderem durch Oxidanzien wie Chloramin-T erzeugt,
welches eine hohe Ähnlichkeit zu physiologisch vorkommenden Chloraminen aufweist
und präferentiellMethionine oxidiert (Shechter et al., 1975). Chloramin-T ist inKonzen-
trationen von über 100 µM bereits bekannt als Modifikator spannungsgesteuerter Natri-
umkanäle, wobei vor allem das Inaktivierungsverhalten der Kanäle signifikant und ir-
reversibel verlangsamt wird (Kassmann et al., 2008; Wang, 1984).
Als alternative Methode zur Erzeugung reaktiver Spezies wurde die Bestrahlung mit
blauem Licht verwendet, wodurch keine mechanischen Störungen an den Zellen verur-
sacht wurden. Durch Lichtabsorption und anschließende Anregung von intrazellulären
Chromophoren wie Flavinen kommt es zur Bildung von H2O2, O2
– und 1O2 (Godley et
al., 2005; Lavi et al., 2003).
4.1. Aktionspotenziale werden durch reaktive Spezies
in DRG-Neuronen beeinflusst
Chloramin-T zeigte sich bereits in einer besonders niedrigen Konzentration von 10 µM
wirksam. Die Frequenz repetitiver Aktionspotenziale wurde signifikant reduziert. Zu ei-
nem ähnlichen Ergebnis führte auch die Bestrahlungmit Blaulicht niedriger Strahlungs-
leistung. Daraus folgt reduzierte Transmitterfreisetzung in den synaptischen Endknöpf-
chen und demzufolge eine Minderung des Informationsfluss.
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Die einzelnenAktionspotenziale innerhalb einerAktionspotenzialserie fluktuieren be-
trächtlich. Das liegt unter anderem an der großen Abhängigkeit jedes Aktionspotenzials
von vorangegangenen Aktionspotenzialen. So wurden unter anderem die einzelnen Ak-
tionspotenziale innerhalb einer Serie nie zum gleichen Zeitpunkt ausgelöst. Zusätzlich
schwankten Anstiegs- und Abfallzeit in Abhängigkeit des zwischen zwei Aktionspoten-
zialen auftretenden Membranpotenzials und der Dauer der Repolarisationsphase.
Um die Dynamik dieser Parameter einschränken zu können, wurden evozierte ein-
zelne Aktionspotenziale in einem Abstand von 10 s, ausgehend von einem im Hinter-
grund festgelegten Membranpotenzial, wiederholt ausgelöst. Auf diese Weise konnten
Änderungen einzelner Aktionspotenziale nachvollzogen werden. Sowohl Chloramin-T
als auch blaues Licht führten zu einer Verbreiterung einzelner Aktionspotenziale und der
Verlängerung der Aktionspotenzial-Fallphase. Höhere Konzentrationen beider Stresso-
ren verstärkten diese Effekte noch einmal deutlich.
Auch das physiologische Oxidans Wasserstoffperoxid verbreiterte stimulierte Akti-
onspotenziale, allerdings in geringerem Umfang als Chloramin-T. Möglicherweise war
die oxidative Wirkung von H2O2 und dessen Derivat tBHP wegen der äußeren Appli-
kation vermindert, da die untersuchten Behandlungszeiten unter Umständen nicht aus-
reichten, um eine effektive Membranpassage beider Substanzen zu ermöglichen. Ferner
liegt H2O2 nicht wie Chloramin-T in einem Gleichgewicht vor, bei dem besonders re-
aktive Zwischenprodukte existieren. H2O2 erreicht sein maximales oxidatives Potenzial
nur durch den durch Übergangsmetalle katalysierten Zerfall in reaktivere Spezies wie
OH•.
Die Ergebnisse der Wirkung reaktiver Spezies auf Aktionspotenziale von MSRA–/–-
Neuronen lassen sich nicht eindeutig interpretieren. Die untersuchten Aktionspotenzia-
le wichen offenbar allein durch den knock out des Enzyms MSRA von Aktionspoten-
zialen von Wildtyp-Neuronen ab. Vor allem die Abfallzeit und das Integral waren im
Vergleich zuWildtyp-Neuronen erhöht. Es ist somit davon auszugehen, dass bereits ver-
mehrt oxidative Modifikationen im gesamten Neuron und damit auch am Kanal NaV1.8
stattgefunden hatten. Dadurch war die Wahrscheinlichkeit, zusätzliche Oxidationen zu
induzieren, reduziert. Darauf deuten die geringerenAuswirkungen vonChloramin-T auf
Aktionspotenziale von MSRA–/–-Neuronen hin. Blaulicht wirkte hingegen sogar stärker
auf Aktionspotenziale von MSRA–/–-Neuronen als auf Wildtyp-Neuronen. Unter Um-
ständen wären noch ältere Mäuse notwendig gewesen, damit sich eine größere Anzahl
oxidativer Modifikationen anhäufen könnte, um einen eindeutigen Unterschied beob-
achten zu können. Es ist weiterhin ungewiss, in welchem Umfang und an welchen Posi-
tionen überhaupt oxidative Modifikationen von Methioninresten an spannungsgesteu-
erten Natriumkanälen stattgefunden haben.
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4.2. NaV1.8 ist besonders empfindlich gegenüber
oxidativen Änderungen
Spannungsgesteuerte Natriumkanäle sind an Aktionspotenzialen aller elektrisch erreg-
baren Zellen beteiligt. Um die Ursache der beschriebenen besonderen Sensitivität von
DRG-Neuronen gegenüber reaktiven Spezies zu untersuchen, wurden einzelne Aktions-
potenziale in NaV1.8
–/–-Neuronen evoziert. In diesen Neuronen war der für den Auf-
strich von Aktionspotenzialen in DRG-Neuronen besonders wichtige TTX-resistente
Natriumkanal NaV1.8 funktionell inaktiviert (Renganathan et al., 2001). Die Aktionspo-
tenziale von NaV1.8
–/–-Neuronen weichen trotz des fehlenden NaV1.8-Kanals, mit Aus-
nahme der reduzierten Amplitude, nur geringfügig von Aktionspotenzialen von Wild-
typ-Neuronen ab. Dies liegt vermutlich an kompensatorischen Effekten auf Expressions-
ebene. Vorstellbar ist unter anderem die vermehrte Expression von TTX-s-Natriumka-
nälen wie NaV1.7 (Akopian et al., 1999).
In NaV1.8
–/–-Neuronen zeigte sich eine signifikant verminderte Änderung stimulier-
ter Aktionspotenziale, sowohl bei Verwendung vonChloramin-T als auchBlaulicht. Dies
deutete bereits auf eine zentrale Rolle des Kanals NaV1.8 bei der Vermittlung der beob-
achteten Auswirkungen auf Aktionspotenziale hin. Diese Vermutung konnte durch die
Untersuchung von NaV1.8-Strömen mit Hilfe der Spannungsklemme bestätigt werden.
Für weitergehende Untersuchungen ist im Zusammenhang mit den Ergebnissen von
MSRA–/–-Mäusen eine MSRA–/–-Mauslinie mit zusätzlichem knock out von NaV1.8 vor-
stellbar. So könnte verglichen werden, ob Aktionspotenziale dieser Mäuse ebenso gering
von reaktiven Spezies betroffen wären wie Aktionspotenziale von NaV1.8
–/–-Neuronen.
Dies könnte ein weiteres Indiz für die besondere Bedeutung von NaV1.8 hinsichtlich
möglicher Alterungsprozesse sein.
4.3. Reaktive Spezies beeinflussen Ströme
spannungsgesteuerter Natriumkanäle auf
vielfältige und komplexeWeise
Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass Natriumkanalströme durch die Wirkung
reaktiver Spezies insgesamt erhöht werden (Wang et al., 2011). Bekannt ist mittlerwei-
le auch, dass persistierende, englisch resurgent currents genannte Stromkomponenten
TTX-resistenter Kanäle wie NaV1.8, durch Entzündungsbotenstoffe moduliert werden
können (Tan et al., 2014). Es wurde außerdem ein kausaler Zusammenhang hergestellt
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zwischen posttranslationalen Änderungen an NaV1.8 durch Methylglyoxal bei diabeti-
scher Neuropathie und erhöhter Schmerzwahrnehmung (Bierhaus et al., 2012).
Der funktionelle Unterschied der beiden hauptsächlich verwendeten Stressoren Chlo-
ramin-T und Licht auf Natriumionenströme lässt sich neben methodischen Unterschie-
den (mechanische Agitation versus Lichtbestrahlung) durch die Verschiedenheit der er-
zeugten reaktiven Spezies erklären. Während die oxidative Spezifität von Chloramin-T
für Methionine nachgewiesen ist, vermag blaues Licht eine Vielzahl reaktiver Spezies zu
produzieren (Lavi et al., 2003). Die spezielle Reaktivität dieser Spezies mit für Natrium-
kanälen kritischen Aminosäuren ist unbekannt.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen an NaV1.8 in NaV1.9
–/–-Neuronen
zeigten infolge der Wirkung von 10 µM Chloramin-T eine deutliche Reaktion in den
ersten 150 s nach Beginn der Perfusion. Der Maximalstrom wurde vermindert und bei
Verwendung der zehnfachen Konzentration von Chloramin-T wurde zusätzlich die Ka-
nalinaktivierung verlangsamt. TTX-s-Ströme hingegen, gemessen in NaV1.8
–/–-Neuro-
nen,waren nach dieser Zeit nurwenig beeinträchtigt. Bei näherer Betrachtung zeigte sich
jedoch, dass TTX-s-Ströme in den ersten 100 s vor allem bei positiveren Spannungen er-
höht wurden. Erst nach 150 s wurde der Maximalstrom der TTX-s-Kanäle reduziert.
Blaulicht verlangsamte die Inaktivierung von NaV1.8 signifikant bereits bei niedri-
ger Strahlungsleistung und umso stärker bei hoher Strahlungsleistung. Blaulicht hoher
Strahlungsleistung hatte zusätzlich eine reduzierende Wirkung auf den Maximalstrom.
Die Verlangsamung der Inaktivierung infolge der Wirkung blauen Lichts fiel bei TTX-
s-Strömen geringer aus als bei NaV1.8. Wiederum war bei positiveren Spannungen ein
kurzzeitiger Anstieg des Maximalstroms der TTX-s-Ströme feststellbar.
Speziell um die physiologische Relevanz oxidativer Veränderungen an Natriumkanä-
len beurteilen zu können, ist es sinnvoll, die Konzentrationen reaktiver Spezies sowohl
in vivo als auch unter experimentellen Bedingungen zumessen. Dies ist jedoch aufgrund
der immanenten Fehleranfälligkeit fluoreszenzbasierter Methoden hinsichtlich Genau-
igkeit und Spezifität nicht zuverlässig möglich (Kalyanaraman et al., 2012; Zielonka &
Kalyanaraman, 2010). Die spezifischere Elektronenspinresonanz-Spektroskopie ist we-
gen des Bedarfs sogenannter spin traps für in vivo-Experimente ungeeignet (Dikalov et
al., 2007).
Aus diesem Grund wurden Antioxidanzien verwendet. Mit Hilfe von Antioxidanzien
konnte ein Redox-basierter Wirkmechanismus indirekt nachgewiesen werden. In Ge-
genwart von DTT blieb die Inaktivierung von NaV1.8 auch bei Perfusion mit 100 µM
Chloramin-T unverändert. Dies ist die Ursache für die dramatische Reduktion des Ma-
ximalstroms von NaV1.8. Ohne den reduktiven Schutz intrazellulärer, für die Inaktivie-
rung essentieller Aminosäuren wie dem Methionin des IFM-Motivs kommt es zu ei-
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ner eintretenden Verlangsamung der Inaktivierung der Kanäle. Diese kompensiert den
Verlust an Maximalstrom. In Gegenwart von DTT ist die Inaktivierung geschützt und
verlangsamt sich nicht, wodurch sich der stark reduzierende Effekt von Chloramin-T
auf den Maximalstrom zeigt. Der dadurch sichtbare Zusammenhang zwischen Kanal-
öffnung und Inaktivierung ist auch eine Erklärung für die in Abwesenheit von DTT sehr
ähnliche Wirkung von 10 µM und 100 µM Chloramin-T auf den Maximalstrom. Bei ei-
ner ChT-Konzentration von 100 µMwird die Inaktivierung durch Chloramin-T so stark
verlangsamt, dass der Rückgang des Maximalstroms teilweise kompensiert und über-
decktwird.Diese Ergebnisse lassen außerdemden Schluss zu, dass es für die Leitfähigkeit
von NaV1.8 essentielle Aminosäuren auf der Außenseite der Zellmembran geben muss,
die entsprechend nicht durch intrazelluläres DTT geschützt werden können.
Die ohneDTT beobachtete anfängliche Erhöhung desMaximalstroms der TTX-s-Ka-
näle bei beiden Testspannungenwar ebenfalls deutlich vermindert, wennmitDTT in der
Intrazellulärlösung gearbeitet wurde. Der Maximalstrom von TTX-s-Kanälen blieb bei
geschützter Inaktivierung im Unterschied zu NaV1.8 ungeändert. Dies deutet auf Unter-
schiede in der Aminosäuresequenz zwischen NaV1.8- und TTX-s-Kanälen hin, die bei
der Kanalöffnung relevant sind.
Paradoxerweise wurden die Auswirkungen blauen Lichts imWesentlichen nur bei ex-
trazellulärer Applikation abgemildert. Da die DTT-haltige Badlösung jedoch bereits bei
Entnahme der Zellen aus dem Inkubator hinzugefügt wurde, ist es möglich, dass das
DTTmit der Zeit in die Zelle diffundiert ist und somit zusätzlich auch intrazellulär wirk-
te. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht nur intrazelluläre Chromophore für
die Blaulicht-abhängige Freisetzung reaktiver Spezies verantwortlich sind. Denkbar sind
radikalbildende Prozesse außerhalb der Zelle respektive in der Badlösung, die nur durch
extrazelluläres DTT vermieden werden können. Hierbei ist zu beachten, dass das be-
strahlte Volumen deutlich größer war als das Zellvolumen. Neben Zelldebris könnten so
beispielsweise auch Bestandteile der extrazellulären Matrix in unmittelbarer Nähe zur
Außenseite der Membran zerfallen und bei der Oxidation extrazellulärer Aminosäuren
mitwirken (Wondrak et al., 2003).
Wenn Cysteinreste erheblich zu den beobachteten Änderungen der Stromkurven bei-
tragen, müsste der in der Kombination von extrazellulärem DTNB und intrazellulärem
DTT verbleibende Effekt von ChT geringer sein. Cysteinreste auf der Außenseite der
Membranwerden durchDTNB somodifiziert, dass sie anschließend keine oxidative Än-
derungmehr erfahren können. In Experimentenmit DTT und DTNBwar die Inaktivie-
rung bereits vor Beginn der ChT-Applikation langsamer, änderte sich infolge der ChT-
Behandlung aber aufgrund der schützenden Wirkung von DTT nicht weiter. Die an-
schließende Reduktion desMaximalstroms durch die Perfusionmit 100 µMChloramin-
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T war in Anwesenheit von DTNB unverändert stark. Hieraus lässt sich schließen, dass
Cysteinmodifikationen auf der Außenseite der Membran für die Vermittlung der beob-
achteten Wirkung von Chloramin-T nicht maßgeblich sind. Das rückt Methioninreste
als primäre Angriffsorte in den Vordergrund.
4.4. Der Zusammenhang zwischen der Änderung von
Natriumkanalströmen und der Änderung von
Aktionspotenzialen
Eine wie bei der Verwendung von Chloramin-T beobachtete Reduktion des Maximal-
stroms hätte aufgrund der Bedeutung spannungsgesteuerter Natriumkanäle für Akti-
onspotenziale auch eine mindernde Wirkung auf elektrische Signale. Ein Verlust von
Inaktivierung, wie bei Verwendung von 100 µM ChT zu beobachten, hätte durch die Er-
höhung der Stromdichte eine stimulierendeWirkung, die jedoch durch das komplizierte
Zusammenspiel vieler verschiedener Ionenkanäle während des Feuerns von Aktionspo-
tenzialserien nicht zwingend in ein verstärktes Signal übersetzt werden muss.
Der beobachtete Unterschied zwischenNaV1.8 und TTX-s in der Antwort auf Chlora-
min-T stimmt mit dem erläuterten Unterschied zwischenWildtyp- und NaV1.8
–/–-Neu-
ronen hinsichtlich der Aktionspotenziale überein. Die Stromverminderung von NaV1.8
erklärt auch die verminderte Aktionspotenzialfrequenz, da eine gleichbleibende Natri-
umstromdichte Grundvoraussetzung für das repetitive Feuern von Aktionspotenzialen
ist (Madeja, 2000). Zusammenmit der bei 10 µMChT zwar geringen, aber bei der 10-fach
höheren Konzentration deutlichen Verlangsamung der Inaktivierung, ist dies auch eine
Erklärung für die verbreiternde Wirkung auf einzelne Aktionspotenziale. TTX-s-Kanä-
le könnten im Verlauf der Aufstrichphase Verluste von NaV1.8-Nettostrom in den ersten
Millisekunden noch ausreichend kompensieren, da TTX-s-Kanäle unmittelbar nach Be-
ginn der Applikation von Chloramin-T einen Anstieg des Maximalstroms zeigten. Auch
verschiebt sich die Aktivierung der TTX-s-Kanäle in einen negativeren Spannungsbe-
reich, das heißt, der maximale durch diese Kanäle fließende Strom wird früher erreicht,
was einem Funktionszugewinn gleichkommt. Neben der erwähnten kompensatorischen
Bedeutung für die Aufstrichphase von Wildtyp-Neuronen könnte diese Kompensation
auch der Grund für die geringen Änderungen von Aktionspotenzialen von NaV1.8
–/–-
Neuronen sein.
Die langsamere Inaktivierung von NaV1.8 sollte im Folgenden dafür sorgen, dass in
der Fallphase des Aktionspotenzials für längere Zeit Natriumstrom fließt, was der Hy-
perpolarisation der Zellmembran entgegenwirkt und die Fallphase verlängert. Die Inak-
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tivierung von TTX-r-Natriumkanälen wurde bereits als entscheidender Einflussfaktor
auf die Fallphase von Aktionspotenzialen in DRG-Neuronen identifiziert (Blair & Bean,
2002).
Die verbreiternde Wirkung blauen Lichts auf stimulierte Aktionspotenziale ist wahr-
scheinlich hauptsächlichmit der Verlangsamung der Inaktivierung zu erklären.Weil der
Maximalstrom von blauem Licht nur in geringerem Maße betroffen war, fiel vermut-
lich auch die Frequenzverminderung bei Aktionspotenzialserien in der Folge geringer
aus als bei Verwendung von Chloramin-T. Auch Blaulicht hoher Strahlungsleistung hat-
te in den ersten 100 s eine steigernde Wirkung auf den Maximalstrom bei positiveren
Membranspannungen. Dies könnte wiederumdie Reduktion desMaximalstroms bei ne-
gativen Spannungen abmindern und die geringe Änderung der Aktionspotenziale von
NaV1.8
–/–-Neuronen erklären.
Die ermittelten Strom-Spannungsbeziehungen wurden vor und 600 s nach der Be-
handlung mit 100 µM ChT oder Blaulicht hoher Strahlungsleistung aufgenommen. Es
zeigte sich neben den angesprochenen Wirkungen auf die Aktivierungsparameter eine
Inhibition des Natriumstroms, sowohl bei NaV1.8 als auch bei TTX-s-Kanälen. Der Zeit-
raum zwischen den Strom-Spannungsbeziehungen vor und nachWirkung der reaktiven
Spezies war mit 600 s deutlich größer als der sonst untersuchte Zeitraum von 150 s. Da-
her kann es sein, dass durch die hohen Konzentrationen reaktiver Spezies eine oxidative
Sättigung an den Kanalproteinen vorlag. Das schränkt Rückschlüsse auf schnelle, dyna-
mische Änderungen der Aktivierungsparameter ein.
Mit TTX in der Badlösung hatten die Aktionspotenziale eine Hyperpolarisation in ei-
nem positiveren Spannungsbereich und waren von Beginn an breiter. Dies könnte darin
begründet sein, dassNaV1.8 unter diesen Bedingungen allein für das Erreichen der Span-
nungsschwelle verantwortlich, welche um etwa 15mV in einen positiveren Spannungs-
bereich verschoben war. NaV1.8 ist in Gegenwart von TTX auch der einzige Natriumka-
nal, der den Aufstrich des Aktionspotenzials produziert, da der theoretisch vorhandene
Kanal NaV1.9 lediglich das Ruhepotenzial und unterschwellige Depolarisationen beein-
flusst (Catterall et al., 2005a). Da der TTX-s-Strom zum Überschreiten der Spannungs-
schwelle fehlt, kommt es zur verzögerten Öffnung von NaV1.8, wodurch einerseits die
Anstiegszeit und andererseits die Abfallzeit erhöht wird. Die Aktionspotenzialamplitude
veränderte sich jedoch nicht. Das bestätigte, dass der Kanal NaV1.8 die tragende Rol-
le bei Aktionspotenzialen spielt und TTX-s-Kanäle vor allem für die Feinabstimmung
des Aktionspotenzials verantwortlich sind. Außerdem zeigte die unveränderte Amplitu-
de auch, dass NaV1.8 infolge der Präparation der DRG-Neuronen und unter den expe-
rimentellen Bedingungen nicht signifikant herunterreguliert wurde. Durch TTX in der
Badlösung konnten die Wirkungen reaktiver Spezies auf Aktionspotenziale vermindert
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werden. Dies erscheint widersprüchlich, da die Auswirkungen von reaktiven Spezies in
NaV1.8
–/–-Neuronen, in denen der Aufstrich von Aktionspotenzialen nur durch TTX-
sensitive Natriumkanäle angetrieben wird, gering waren. Bei der Verwendung von TTX
und Wildtyp-Neuronen sind TTX-s-Natriumkanäle nicht mehr an Aktionspotenzialen
beteiligt, was dieWirkung reaktiver Spezies auf Aktionspotenziale über dieModifikation
von NaV1.8 vergrößern sollte. Wegen der beschriebenen Veränderungen des Aktionspo-
tenzials allein durch TTX ist es wahrscheinlich, dass der Kanal NaV1.8 nicht von Beginn
des stimulierten Aktionspotenzials an aktiviert gewesen ist. In der Folge wäre NaV1.8
zu einem späteren Zeitpunkt als in Aktionspotenzialen von Wildtyp-Neuronen inakti-
viert. DieAbfallzeit derAktionspotenziale istmöglicherweise so stark verlängert, dass die
verlangsamte Inaktivierung durch reaktive Spezies keinen zusätzlichen Einfluss auf die
Abfallzeit hat. Ursächlich dafür könnten die mit fortgeschrittener Aktionspotenzialdau-
er ansteigenden Kaliumionenströme sein, die dem Natriumionenfluss entgegenwirken
und die Fallphase schließlich bestimmen. In Gegenwart von TTX ist entsprechend die
Bedeutung der Inaktivierung vonNaV1.8 für die Fallphase des Aktionspotenzials gemin-
dert.
Es könnte sein, dass der Einfluss TTX-sensitiver Natriumkanäle und deren oxidati-
ver Modifikation auf Aktionspotenziale experimentell überbetont wurde, da die Hälf-
te der Kanäle bereits bei einer gemessenen Membranspannung von −95mV inaktiviert
ist. Dieser Wert ist annähernd gleich dem von Matsutomi et al., 2006 ermitteltem Wert
von −93mV.Während der Stimulation einzelner Aktionspotenziale wurde ein negatives
Haltepotenzial von −83mV im Hintergrund der Stromklemme angelegt. Dadurch soll-
ten mehr TTX-sensitive Kanäle in einem aktivierbaren Zustand gewesen sein, als unter
physiologischen Bedingungen, den Daten aus Abbildung 3.12 B entsprechend allerdings
dennoch weniger als 15% der gesamten Kanalpopulation. Für Spannungsklemmen-Ex-
perimente mit TTX-s-Kanälen wurde ein Haltepotenzial von −106mV angelegt um die
zusätzliche Aktivierung von theoretisch vorhandenen NaV1.9-Strömen von NaV1.8
–/–-
Neuronen zu verhindern. Es könnte relevant sein, dass hierdurch viel mehr TTX-s-Ka-
näle angesprochen wurden, als unter physiologischen Bedingungen zur Verfügung ste-
hen würden. Nicht unwahrscheinlich ist, dass die für die Spannungsklemme verwen-
deten Lösungen einen erheblichen Einfluss auf die gemessenen Kenngrößen haben, so-
dass die halbmaximale Inaktivierung der TTX-s-Kanäle mit den Intrazellulärlösungen
der Stromklemme oder mit vollständig physiologischen Lösungen in einem positiveren
Spannungsbereich verschoben wären.
Denkbar sind auch Unterschiede beziehungsweise Änderungen der Rückkehr aus der
schnellen Inaktivierung, was imGegenzug zu einer erhöhten oder verminderten Verfüg-
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barkeit spannungsgesteuerter Natriumkanäle führt und insbesondere während repetiti-
ver Aktionspotenziale relevant sein könnte.
Die Ergebnisse der Untersuchungen einzelner Aktionspotenziale mit Ascorbinsäure
deuten darauf hin, dass der Stress durch reaktive Spezies durch Antioxidanzien abge-
mildert wird. Die gesteigerte Anstiegszeit bei Verwendung von 10 µM ChT erklärt sich
aus den Ergebnissen der Untersuchung von NaV1.8-Strömen in Gegenwart von DTT:
Auch durch Ascorbinsäure ist die Inaktivierung in gewissem Maße geschützt, wodurch
ChT zu einer stärkeren Reduktion des Maximalstroms und damit zu einer Verlängerung
der Anstiegszeit führt. Nicht auszuschließen ist indessen eine vorgeschlagene, gewisse
prooxidative Wirkung von Ascorbat (Gamper & Ooi, 2014; Stadtman, 1991) in der Ge-
genwart von Übergangsmetallen (Koeppen et al., 2013). Darauf deuten auch die sub-
stanzielle Erhöhung von Abfallzeit und Integral von Aktionspotenzialen allein durch die
Gegenwart von intrazellulärer Ascorbinsäure sowie die erheblich positivere Hyperpola-
risationsspannung hin.
Da durch die Dialyse der patch-Pipettenlösung das reduktive Milieu der Zelle stark
beeinträchtigt ist, bleibt ungewiss, inwieweit die beobachtete Wirkung reaktiver Spezies
in Gegenwart von Ascorbinsäure möglicherweise der physiologischen Situation sogar
ähnlicher ist.
4.5. Hinweise auf molekulare Ursachen der Änderung
von NaV1.8-Strömen
Durch Experimente mit Kanalchimären konnte gezeigt werden, dass die Domäne I des
Kanals NaV1.8 hauptsächlich für die Reduktion des Maximalstroms verantwortlich ist.
Jedoch unterschied sich die heterolog exprimierte Variante von Rattus norvegicus inso-
fern von der Variante von Mus musculus, dass die Maximalstromreduktion sich wäh-
rend der ChT-Applikation bereits wieder umkehrte. Dafür ist die Domäne II verant-
wortlich, da Chimären, bei denen ausschließlich die Domäne II von NaV1.8 stammte,
infolge der Behandlung mit reaktiven Spezies eine Vergrößerung des Maximalstroms
zeigten. Diese trat in dieser Form bei keiner der anderen Chimären auf. Anhand von
Strom-Spannungskurven zeigte sich, dass die Domänen I und II den überwiegenden Teil
der charakteristischen Aktivierungseigenschaften auf den Kanal übertragen. So genügt
die Domäne II von NaV1.8 aus, den charakteristischen Spannungsbereich der Öffnung
und deren Spannungsabhängigkeit zu übertragen. Der Domäne I scheint eine besondere
Rolle im Festsetzen der Spannungsabhängigkeit zuzukommen, da Chimären, die einzig
diese Domäne vonNaV1.8 besitzen, unter Einwirkung reaktiver Spezies die größte Erhö-
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hung der Spannungsabhängigkeit zeigen. Die Domänen I und II von rNaV1.4 scheinen
dagegen für die oxidationsabhängige Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung re-
levant zu sein.
NaV1.8-Kanäle aus Rattus norvegicus reagierten anders als NaV1.8-Ströme in DRG-
Neuronen auf das Reduktionsmittel DTT. Selbst mit 2mM intrazelluläremDTTwar kei-
ne Änderung der Reaktion auf 100 µMChT feststellbar. Die wahrscheinlichste Erklärung
für dieses Phänomen ist die unterschiedlicheMorphologie und experimentelle Vorberei-
tung der DRG-Neuronen als primäre Zellen im Vergleich zu kultivierten ND7/23-Zel-
len. DRG-Neuronen verloren durch die Enzymbehandlung ihr Axon und erst ab etwa
Ende des zweiten Tages nach der Präparation konnte die Ausprägung neuer Dendri-
ten beobachtet werden. So wurde in den vorliegenden Experimenten praktisch nur der
Zellkörper der DRG-Neuronen vermessen, was sich insbesondere auch an der niedri-
gen durchschnittlichen Kapazität aller untersuchter DRG-Neuronen zeigte. Diese ist ei-
ne Messgröße für die gesamte Membranoberfläche und damit auch für alle potenziellen
Fortsätze. Die Kapazität der untersuchten ND7/23-Zellen war deutlich höher (mittle-
re Membrankapazität = 27,85 ± 0,77 pF, n = 221 gegenüber 12,75 ± 0,03 pF, n = 287 in
DRG-Neuronen). Da aber auch für diese Experimente nur Zellen ausgewählt wurden,
die denen der DRG-Neuronen visuell entsprachen, war die höhere Kapazität ein Indiz
für zahlreiche, unter dem Mikroskop nicht sichtbare Dendriten. Im Vergleich zu DRG-
Neuronen konnten ND7/23-Zellen aufgrund des Fehlens des enzymatischen Verdaus
durch die Liberase-Enzyme vermutlich sofort nach dem Ausplattieren mit der Bildung
neuer Fortsätze beginnen.Diese Fortsätze konnten durchDialysemit der Intrazellulärlö-
sung der patch-Pipette höchstwahrscheinlich nicht in einer angemessenen Zeit erreicht
werden, weshalb DTT hier keine Wirkung entfalten konnte.
Mit Hilfe von rNaV1.8-IFL konnte gezeigt werden, dass der besondere Effekt der Ma-
ximalstromreduktion bei NaV1.8 auch auftritt, wenn die Inaktivierung nicht oxidations-
empfindlich ist und dementsprechend von denselben Konzentrationen reaktiver Spezies
unangetastet blieb.
Es war nicht möglich, mit Hilfe der IFC-Chimären und dem Cystein-spezifischen
Modifikators DTNB vor Beginn der Perfusion von ChT die Inaktivierung quantitativ
zu verlangsamen. Die Wahrscheinliche Ursache ist wahrscheinlich erneut die Morpho-
logie der ND7/23-Zellen. Aus demselben Grund, aus dem DTT nicht in der Lage war,
dieWildtyp-Kanäle zu schützen, kannDTNB offenbar die Inaktivierung der IFC-Kanäle
nicht quantitativ verlangsamen, weil es vermutlich gar nicht zu allen möglichen Zielpro-
teinen gelangt. Das extrazelluläre Chloramin-T kann einerseits extrazelluläre Amino-
säuren oxidieren, die für DTNB ohnehin unzugänglich wären und andererseits besteht
die Möglichkeit, dass die entstehenden reaktiven Spezies die Membran passieren und so
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auch intrazellulär wirken können.
Die IFC-Chimären zeigten eine wesentlich deutlichere Verlangsamung der Inaktivie-
rung als die Wildtyp-Pendants. Bei allen diesen Chimären wurde infolge der ChT-Ap-
plikation ein Zuwachs an Maximalstrom festgestellt, der bei rNaV1.4 sehr gering und
bei der Chimäre r4844-IFC am ausgeprägtesten war. Diese deutete auf Besonderheiten
der Domäne II in rNaV1.8 hin, die durch oxidative Modifikation die Inaktivierung so
stark beeinflussen, dass der Maximalstrom sich innerhalb von 200 s verdreifacht. Auch
die Chimäre r4844 zeigte als einzige Chimäre ohne IFC-Motiv eine signifikante Maxi-
malstromzunahme bei gleichzeitiger Verlangsamung der Inaktivierung. Deshalb ist die
Verlangsamung der Inaktivierung scheinbar durch Domäne II von rNaV1.8 vermittelt.
Möglicherweise führen oxidative Änderungen auf der extrazellulären Seite des Kanals
und speziell der Domäne II zu einer Beeinflussung der Anordnung der einzelnen Trans-
membransegmente, die dann die Interaktion des Inaktivierungsmotivs mit der Kanalpo-
re auf der Innenseite hindert oder zur Kanalöffnung beiträgt.
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind Methionine und Cysteine als einfach
zu oxidierende Aminosäuren die wahrscheinlichsten Angriffsorte für reaktive Spezies
innerhalb des Kanals rNaV1.8. Da die deutlichstenUnterschiede zu rNaV1.4 als repräsen-
tativen TTX-s-Kanal in Domäne I und II festgestellt worden, könnten die drei in NaV1.8
nicht-konservierten Aminosäuren M293, M371 und C815 essentiell für die Vermittlung
der besonderen Reaktivität von NaV1.8 gegenüber reaktiven Spezies sein (Abb. 4.1).
Jedoch ist es aufgrund des komplizierten Zusammenspiels von Aktivierung und Inak-
tivierung und der differentiellen Modifikation infolge des Wirkens reaktiver Spezies un-
wahrscheinlich, dass ein einfacher Aminosäureaustausch einen „Schwarz-Weiß-Effekt“
erzielen wird. So zeigten Kassmann et al., dass selbst multiple Aminosäureaustäusche
von Methionin gegen Leucin die Oxidationsempfindlichkeit spannungsgesteuerter Na-
triumkanäle nicht vollständig beseitigen konnten (Kassmann et al., 2008). Wahrschein-
lich ist, dass verschiedene konservierte und nicht-konservierte Cystein- undMethionin-
reste gemeinsam NaV1.8 zu seiner besonderen Sensitivität gegenüber reaktiven Spezies
verhelfen.
4.6. Physiologische Relevanz der beobachteten
Wirkung reaktiver Spezies
Die in dieser Arbeit vorgestellte Aktionspotenzialverbreiterung, verursacht vor allem
durch eine Verlängerung der Abfallzeit, erinnert an die bereits 1988 von Scott et al. be-
obachtete Verlängerung der Abfallzeit einzelner Aktionspotenziale in gealtertenMäusen
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Abbildung 4.1.: Topologiemodell der Struktur spannungsgesteuerter Natriumkanäle
mithervorgehobenenCystein- undMethioninresten. Eswurdendie vollständigenAmi-
nosäuresequenzen aller spannungsgesteuerten Natriumkanäle von Rattus norvegicusmit
Hilfe des ProgrammsUGENE unddemMUSCLE-Algorithmus aligniert (siehe auchAbschnitt
2.2). Hellrot und -gelb markierte Aminosäuren sind konserviert in allen spannungsgesteu-
erten Natriumkanälen von Rattus norvegicus. Dunkelrot und -gelb markierte Aminosäuren
sind nicht-konserviert in rNaV1.8.
(Scott et al., 1988). Dies zeigte sich in der vorliegenden Arbeit auch an Aktionspotenzia-
len vonMSRA–/–-Neuronen. Eine Verbreiterung des Aktionspotenzials würde im Allge-
meinen eine längere Depolarisationsdauer an den synaptischen Endigungen bedeuten,
was zu mehr Calciumeinstrom führen würde und sich in vermehrte vesikulärer Trans-
mitterfreisetung übersetzen sollte (Borst & Sakmann, 1999; Hochner et al., 1986). Die Si-
tuation in vivo ist allerdings weit komplexer, einerseits wegen der individuell schwanken-
den Ionenkanalkomposition eines jeden DRG-Neurons, andererseits weil die vermesse-
nen Zellen per Definition verletzt sind, wodurch sich Unterschiede zum physiologischen
Zustand ergeben. Daraus folgt, dass die Auswirkungen der verwendeten Stressoren mit
den zur Verfügung stehenden Mitteln unter Umständen unterschätzt wurden. Des Wei-
teren gibt es zusätzlicheModulationsmechanismen nicht nur bei der Signalweiterleitung
an sich (Sasaki et al., 2011), sondern auch bei der anschließenden Signalverarbeitung im
Gehirn. Dadurch lässt sich nicht zweifelsfrei sagen, ob die beobachteten Ergebnisse ins-
gesamt ein verstärktes oder vermindertes Signal bedeuten beziehungsweise ob und in
welcher Form es zu (pathologischen) Wahrnehmungsänderungen kommt.
Sicher ist, dass bereits geringe Konzentrationen reaktiver Spezies erhebliche Auswir-
kungen auf die elektrischen Schlüsseleigenschaften von DRG-Neuronen in Form von
Aktionspotenzialen haben. Die präsynaptische Änderung von Aktionspotenzialverläu-
fen hat selbst in minimalem Umfang bereits gravierende Auswirkungen auf den Calci-
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umeinstrom und die folgende Transmitterfreisetzung (Park & Dunlap, 1998). So führte
beispielsweise in Purkinje-Neuronen eine Aktionspotenzialverlängerung von 8% zu ei-
nem gleich großen Anstieg des relativen Calciumeinstroms und dementsprechend ver-
stärkter Transmitterfreisetzung. Infolgedessen kam es zu einer Vergrößerung postsynap-
tischer Potenziale um insgesamt etwa 40% (Sabatini & Regehr, 1997). Die relative Än-
derung des ursprünglichen Aktionspotenzials wurde demnach nicht-linear verstärkt.
Sowohl Chloramin-T als auch blaues Licht haben trotz der unterschiedlichen Ant-
wort auf Stromebene einen vergleichbaren Effekt auf repetitive und einzelne, stimulierte
Aktionspotenziale. Dies könnte auf einen komplexen antioxidativen Verteidigungsme-
chanismus hindeuten und passt zu der vorgeschlagenenTheorie, dass vor allemMethio-
ninoxidationen eine zentrale Rolle bei dem Schutz vor oxidativen Schäden einnehmen
(Levine et al., 1996; Levine et al., 1999). Methionin kann zwar leicht oxidiert, durch den
Redox-Apparat der Zelle aber auch wieder reduziert werden und schützt so potenziell
andere Proteinziele vor deren Oxidation. Dies würde auch erklären warum die beson-
ders oxidationsempfindlichenMethionine an zentralen Positionen von Natriumkanälen
vorkommen. Aufgrund der schnellen und signifikanten funktionellen Änderung bei al-
len verwendeten Stressoren erscheint auch eine Rolle vonNaV1.8 alsmultimodaler ROS-
Sensor plausibel, der scheinbar sowohl auf intrazelluläre wie auch extrazelluläre reaktive
Spezies in vielschichtiger Weise reagiert. Die Rolle eines Ionenkanals als Redox-Sensor
konnte 2016 vonMuralidharan et al. am Beispiel des Calciumkanals CaV1.2 im Herz ge-
zeigt werden (Muralidharan et al., 2016). Die funktionelle Änderung von NaV1.8 könnte
vielschichtige zelluläre Antworten veranlassen. Wegen der zahlreichen Hinweise über
die Rolle von NaV1.8 beispielsweise in neuropathischen Schmerzen ist allerdings auch
eine rein pathologische Konsequenz der beobachteten Resultate vorstellbar (Waxman &
Zamponi, 2014).Da Ionenkanäle immerweiter in den Fokus derAltersforschung rücken,
könnten die vorliegenden Ergebnisse auch in diesem Kontext von Nutzen sein (Patel &
Sesti, 2016).
4.7. Der potenzielle Einfluss anderer
Ionenkanalfamilien
Einzelne, stimulierte Aktionspotenziale von Wildtyp-Neuronen werden durch reakti-
ve Spezies stärker geändert als Aktionspotenziale von NaV1.8
–/–-Neuronen. Deshalb er-
scheint es unwahrscheinlich, dass andere Kanäle als NaV1.8 für die hier vorgestellten
Änderungen vonAktionspotenzialen verantwortlich sind. Dennoch könntenmöglicher-
weise A-Typ-Kaliumkanäle wie KV1.4 durch reaktive Spezies in ihrer Inaktivierung be-
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einträchtigt werden (Stephens et al., 1996), was sich auf die Fallphase von Aktionspo-
tenzialen auswirken könnte und damit auf die Fähigkeit der Neuronen, wiederholt Akti-
onspotenziale auszulösen. Eine Redox-Regulation wurde ebenso für in DRG-Neuronen
auftretende M-Typ-Kaliumkanäle gezeigt (Gamper et al., 2006). Da dies aber vor allem
zur Änderung des Ruhepotenzials führen sollte, was in der vorliegenden Arbeit nicht
beobachtet werden konnte, erscheinen auch diese Kanäle nicht verantwortlich. Wahr-
scheinlicher ist eine mögliche Beteiligung von BK-Kaliumkanälen (Li et al., 2007), deren
regulatorische Funktion innerhalb von Aktionspotenzialen noch nicht völlig verstanden
ist. Da diese Kanäle spät in der Aktionspotenzial-Fallphase aktiv werden, würde eine In-
hibition dieser Kanäle zu einer Verkürzung von Aktionspotenzialen führen. Gleichzeitig
könnte dies aber auch schnellere Feuerraten ermöglichen. Unter anderem Wasserstoff-
peroxid inhibiert den Kanal Slo1BK, was allerdings experimentell mit 0,3% H2O2 ge-
zeigt wurde (DiChiara & Reinhart, 1997). Dies entspricht einer Konzentration von etwa
100mM und liegt damit um einige Größenordnungen über dem, was in der vorliegen-
den Arbeit verwendet wurde. T-Typ-Calciumkanäle prägen die Schulter der Fallphase
von Aktionspotenzialen und sind zumindest von Ascorbinsäure reguliert, was eindeu-
tig auf eine Redox-basierte Modulation hindeutet, von der aber wenige Details bekannt
sind (Nelson et al., 2007). Unter physiologischen Bedingungen erfüllt Calcium als second
messenger unzählige weitere regulatorische Funktionen. Eine Veränderung der Aktions-
potenzialform hat auch einen veränderten Calciumspiegel innerhalb der Zelle zur Folge.
Deshalb ist zumindest ein indirekter Einfluss von Calciumionen unter physiologischen
Bedingungen zu erwarten, auch wenn die oxidative Modulation von Calciumkanälen
selbst nicht zur Veränderung der Aktionspotenzialform beiträgt.
4.8. Schlussfolgerung
Durch die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dass
reaktive Spezies bereits in niedrigen Konzentrationen eine erhebliche Auswirkung auf
elektrische Signale beziehungsweise Aktionspotenziale von Neuronen dorsaler Hinter-
wurzelganglien haben.
Dafür hauptverantwortlich ist die besondere Sensitivität des spannungsgesteuerten
Natriumkanals NaV1.8, der auf reaktive Spezies mit einer vielschichtigen Antwort in
Form von reduziertemMaximalstrom und verlangsamter Inaktivierung reagiert, welche
sich in Form von geänderten Aktionspotenzialen manifestiert (Schink et al., 2015).
Die Wirkung reaktiver Spezies und die besondere oxidative Sensitivität von NaV1.8
zeigte sich stark zeitabhängig. Vor allem die beobachteten Wirkungen reaktiver Spezies
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bis zu einem Zeitpunkt von 150 s lassen auf ein hohes Potenzial zur dynamischen Regu-
lation der elektrischen Aktivität sensorischer Nerven durch reaktive Spezies schließen.
Durch die Verwendung reduzierender Agenzien zeigte sich, dass die Effekte oxidati-
ver Modifikationen stark abhängig sind von der Art der eingesetzten reaktiven Spezies.
Weiterhin ist der Angriffsort entscheidend, da erhebliche Unterschiede zwischen extra-
zellulären und intrazellulären reaktiven Spezies festgestellt wurden.
Die beobachtete besondere oxidative Sensitivität von NaV1.8 könnte für Neuronen
von Nutzen sein. Diese besondere Eigenschaft trägt möglicherweise zu einem potenziel-
len Schutzmechanismus basierend auf oxidativenModifikationen bei. Außerdem könnte
NaV1.8 als Sensor für Änderungen in der Homöostase reaktiver Spezies dienen. Da der
Kanal NaV1.8 aber auch in vielen neuropathologischen Krankheitsbildern als Schlüs-
selprotein identifiziert wurde, könnte die besondere Sensitivität des Kanals gegenüber
reaktiven Spezies auch pathologische Konsequenzen haben.
Interessant ist für künftige Projekte unter anderem die Untersuchung der Signalwei-
terleitung am vollständigen sensorischen Nerv in vivo, wobei in diesem Fall die gezielte
Applikation reaktiver Spezies das größte Problem sein dürfte.
Auf molekularer Ebene könnte der Mechanismus der Wirkung reaktiver Spezies auf
spannungsgesteuerte Natriumkanäle durch die gezielte Herstellung von Kanalkonstruk-
ten mit Aminosäureaustäuschen näher erforscht werden. Die vorliegenden Ergebnisse
können als Grundlage zur Ermittlung der aussichtsreichstenAminosäureaustäusche die-
nen. Wenn es gelingen sollte, einzelne ausreichend große Abschnitte der Aminosäure-
sequenzen von NaV1.8 rekombinant herzustellen, könnte mit Hilfe von Strukturaufklä-
rungsmethoden wie Massenspektrometrie und NMR gezielt untersucht werden, welche
Reste überhaupt zugänglich sind für oxidativeModifikationen und wie viele der zugäng-
lichen Aminosäurereste nach einer bestimmten Zeit modifiziert sind.
Die hier vorgelegte Studie bietet dementsprechend eine Grundlage für die intensive-
re Erforschung des Zusammenhangs zwischen der regulatorischen Wirkung reaktiver
Spezies und der Beeinflussung elektrischer Signale, nicht nur in Nervenzellen.
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5.1. Deutschsprachige Zusammenfassung
Sensorische Nerven beziehungsweise die DRG-Neuronen genannten Neuronen dorsaler
Hinterwurzelganglien sind essentielle Schaltstellen am Übergang des peripheren in das
zentrale Nervensystem und damit unter anderem bedeutend für die Schmerzwahrneh-
mung. Elementar für die elektrische Signalweiterleitung in DRG-Neuronen sind span-
nungsgesteuerte Natriumkanäle, die für die Aufstrichphase von Aktionspotenzialen ver-
antwortlich sind.
Reaktive Spezies, die in vielen physiologischen Prozessen und in besonders hohen
Mengen unter pathophysiologischen Bedingungen gebildet werden, sind assoziiert mit
neuropathischen Krankheitsbildern. In Zusammenhang mit den komplexen antioxida-
tiven Systemen auf Zellebene wurde jedoch in den letzten Jahren auch ein hohes regula-
tives Potenzial reaktiver Spezies gezeigt.
Aus diesem Grund sollte der Einfluss reaktiver Spezies auf die elektrische Aktivität in
DRG-Neuronen der Maus untersucht werden.
Mit Hilfe der patch clamp-Methode konnte gezeigt werden, dass bereits geringe Kon-
zentrationen reaktiver Spezies, erzeugt durch das Oxidans Chloramin-T oder durch die
Bestrahlung der Zellen mit blauem Licht, zu einer Verminderung der Aktionspotenzial-
frequenz führten. Bei näheren Untersuchungen zeigte sich, dass einzeln ausgelöste Akti-
onspotenziale in Wildtyp-Neuronen durch dieselben Konzentrationen reaktiver Spezies
verbreitert wurden.
Bei der Identifikationmöglicher Ursachen wurde sich auf spannungsgesteuerte Natri-
umkanäle konzentriert. Es konnte gezeigtwerden, dassAktionspotenziale vonNaV1.8
–/–-
DRG-Neuronen eine deutlich geringere Verbreiterung stimulierter Aktionspotenziale
durch reaktive Spezies zeigten. Dies deutete bereits auf eine wichtige Rolle vonNaV1.8 in
der Vermittlung der Sensitivität von DRG-Neuronen gegenüber reaktiven Spezies hin.
Die Untersuchung von NaV1.8-Strömen zeigte, dass Chloramin-T vor allem den Ma-
ximalstrom des Kanals reduziert, während blaues Licht hauptsächlich die schnelle In-
aktivierung verlangsamt. TTX-sensitive Natriumkanäle waren von denselben Konzen-
trationen reaktiver Spezies weniger betroffen. Diese Unterschiede zwischen NaV1.8 und
TTX-s-Kanälen waren innerhalb der ersten 150 s nach Beginn der Behandlung mit re-
aktiven Spezies besonders betont.
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Durch die Verwendung von Antioxidationsmitteln konnten die Auswirkungen reak-
tiver Spezies auf Aktionspotenziale gemindert und die Inaktivierung spannungsgesteu-
erter Natriumkanäle geschützt werden.
Verschiedene reaktive Spezies bewirken entsprechend unterschiedliche und teils von-
einander abhängige Effekte auf Ionenkanäle, die jedoch offenbar vonAktionspotenzialen
integriert werden und ähnliche Konsequenzen haben.
Zur Untersuchung molekularer Angriffsorte reaktiver Spezies wurden Natriumkanal-
chimären verwendet, die aus rNaV1.8 und dem weniger oxidationsempfindlichen Kanal
rNaV1.4 zusammengesetzt waren. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass für die
Stromreduktion infolge der Perfusion mit Chloramin-T vor allem die Domäne I des Ka-
nals NaV1.8 verantwortlich ist. Auch in einer Variante des Kanals NaV1.8, bei dem die
Inaktivierung wenig oxidationsempfindlich ist („IFL“) konnte diese Maximalstromver-
minderung nachgewiesen werden.
Wurden die gleichen Chimären mit dem besonders oxidationsempfindlichen Inakti-
vierungsmotiv „IFC“ untersucht, konnte keine Stromreduktion infolge derWirkung von
Chloramin-T beobachtet werden. Im Gegenteil zeigte sich, dass die in diesen Chimären
besonders starkeVerlangsamung der Inaktivierung zu einemZuwachs anMaximalstrom
führte. Dies zeigt das komplexe Zusammenspiel aus Kanalöffnung- und inaktivierung
und demonstriert die vielschichtigen Auswirkungen reaktiver Spezies auf spannungsge-
steuerte Natriumkanäle.
Da DRG-Neuronen und der Kanal NaV1.8 insbesondere mit veränderter Schmerz-
wahrnehmung assoziiert sind, ermöglichen die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Er-
gebnisse das bessere Verständnis des komplizierten Einflusses von reaktiven Spezies auf
sensorische Signale.
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5.2. Summary (englischsprachige Zusammenfassung)
Sensory nerve fibres, i.e. the neurons of dorsal root ganglia (DRG neurons) are pivotal
signal relay stations at the transition of the peripheral to the central nervous system and
therefore among other things essential to pain perception. Voltage-gated sodium chan-
nels are fundamental to signal conduction in DRG neurons because they are responsible
for the action potential upstroke.
Reactive Species that are produced in a variety of physiological processes and especial-
ly during pathophysiological conditions are associated with neuropathic diseases. Howe-
ver, in conjunction with the complex antioxidant defense mechanisms of the cell, it was
shown that reactive species also posses great regulatory potential.
That is why the present thesis aimed at elucidating the influence of reactive species on
the electrical activity of murine DRG neurons.
By using the patch clampmethod, it could be shown that low concentrations of reactive
species, induced by applying the oxidant chloramine-T or by illuminating neurons with
blue light, caused a reduction of the action potential frequency. A closer look on single
action potentials revealed that the same concentrations of reactive species caused the
broadening of single action potentials in wild-type neurons.
To identify underlyingmechanisms, the focus was laid on voltage-gated sodium chan-
nels. It could be shown that action potentials elicited fromNaV1.8
–/–-neurons that lacked
the channel NaV1.8 were significantly less affected by reactive species.These results poin-
ted to NaV1.8 as a major mediator of reactive species-sensitivity in DRG neurons.
By investigating NaV1.8-currents, it could be shown that chloramine-T preferentially
reduces themaximumcurrentwhile blue lightmainly slows down fast inactivation. TTX-
s sodiumchannelswere less affected by either treatment.Differences betweenNaV1.8 and
TTX-s sodium channels were especially striking within the first 150 s of reactive species-
treatment.
Antioxidants reduced the effects of reactive species on action potentials and protected
the inactivation of voltage-gated sodium channels.
Different reactive species obviously lead to different and partially interconnected ef-
fects on the level of ion channels. These differential effects are apparently incorporated
on the level of action potentials and have comparable consequences.
To identify molecular targets of reactive species, sodium channel chimeras were used
that were composed of rNaV1.8 and the channel rNaV1.4, which is less susceptible to
oxidative modifications. With this strategy it could further be demonstrated that the re-
active species-induced peak current reduction ismostlymediated by domain I ofNaV1.8.
92
5.2. Summary (englischsprachige Zusammenfassung)
A channel variant with less oxidation-susceptible inactivation („IFL“) exhibited the same
type of maximum current reduction.
When channel chimeras with the particularly oxidation-sensitive inactivation motif
„IFC“ were investigated, no reduction of maximum current was apparent. To the con-
trary, it could be shown that the strong impairment of inactivatiosn led to an increase in
maximum current. That demonstrates the complex connection of channel opening and
inactivation and illustrates the multifarious modulation of these processes by reactive
species.
As DRG neurons and specifically NaV1.8 channels are associated with altered pain
signalling, the results presented in this thesis facilitate understanding the complex con-
sequences of reactive species on sensory signals.
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A. Primer-Sequenzen
Im Falle von NaV1.8
–/–- und NaV1.9
–/–-Mauslinien wurde jeweils ein Vorwärts-primer
verwendet, dermit den erstenNukleotidendesKanalgens hybridisierte.DieserVorwärts-
primer wurde entweder mit einem Rückwärts-primer kombiniert, der eine in knockout-
Mäusen fehlende Sequenz des Kanalgens zum Ziel hatte oder mit einem Primer, der
die für die Herstellung der knockout-Mäuse verwendete Neomycin-Kasette zum Ziel
hatte. Dadurch entstanden je nach Genotyp, bei einer der beiden Primerpaare ein Am-
plifikationsprodukt beziehungsweise im Fall von heterozygoten Mäusen beide Amplifi-
kationsprodukte. Diese waren zur besseren Unterscheidung außerdem unterschiedlich
groß. Im Falle vonMSRA–/–-Mäusen gab es zwei unterschiedliche primer-Paare, die dem
Nachweis nach dem beschriebenen Prinzip dienten (siehe Tabelle A).
Mauslinie Verwendete Primer
NaV1.8
–/– Vorwärts, Scn10A: 5’-GCCTTCACTGTTGTTTACACCT-3’
Rückwärts, Scn10A: 5’-GAGTGATGCATATGATGTCAT-3’
Rückwärts, Neomycin-Gen: 5’-GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3’
NaV1.9
–/– Vorwärts: 5’-ATGTGGCACTGGGCTTGAACTC-3’
Rückwärts, Scn11A: 5’-AACAGTCTTACGCTGTTCCGATG-3’
Rückwärts,Neomycin-Gen: 5’-CTCGTCGTGACCCATGGCGAT-3’
MSRA–/– Vorwärts,MSRA: 5’-CTACCATCATTTTGCCACAGAGTGC-3’
Rückwärts,MSRA: 5’-TGAGCCCAGTCCAGTTTGCTAAGC-3’
Vorwärts,Neomycin-Gen: 5’-TGAATGAACTCCAAGACGAGGC-3’
Rückwärts,Neomycin-Gen: 5’-TAAAGCACGAGGAAGCGGTCAG-3’
Tabelle A.1.: Primer zur Genotypisierug gentechnischVeränderter Mauslinien. Die linke
Spalte bezeichnet die jeweilige zu genotypisierende Mauslinie und die rechte Spalte gibt
die verwendeten primer zu den betreffenden Genen an.
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